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Neuere Richtungen der Glykosidsynthese. 

Von Gi^a Zempl£:n, Budapest. 

I. Alkylglykosidsynthesen aus freiem Zucker 
und Alkohol mit chemischen Mitteln. 

Sie erfolgen unter katalytischer Wasserabspaltung in Gegenwart 
von geringen Mengen wasserfreien Chlorwasserstoffs (meist 0 , 25 % oder 
darunter) in der Losung des Zuckers, in dem betreffenden wasserfreien 
Alkohol (j). Die Synthese fiihrt vorwiegend zu oc-Glykosiden, nebenbei 
entstehen auch fi-Glykoside, z. B. mit Methanol: 

H—C —Q-CH , 

H—C—OH 

I 

I 

HO—C—H O 

i 

H—C—OH 

I 


CH,—OH 

CK'Metbyl-glykpsid. )9’Methyl-glykosid. 

Beim Eindampfen der Losung nach dem Erwftrmen im Rohr, oder 
bei. groBeren Mengen im Autoklaven, kristallisiert das a-Methyl-glykosid 
aus, wahrend aus den Mutterlaugen die /J-Form zu gewinnen ist. 

Das Arbeiten im Bombenrohr erwies sich als liberfliissig, denn im 
Fall des «-Methyl-glykosids kann durch einfaches Kochen aip RiickfluB- 
ktihler ein tadelloses Pr^parat mit hoher Ausbeute geVvonnen werden ( 2 ). 
Die Methode ist fiir die Gewinnung der Oligosaccharid-glykoside wegen 
ihrer Hydrolyse nicht anwendbar. 

II. Biochemische Synthesen. 

Sie erfolgen ebenfalls aus den freien Zuckem, in Gegenwart des be¬ 
treffenden Aglykons, mit Hilfe von Emulsin bzw. Hefeglykosidase (j); 

Fortscbxitte d. Cbem. org. Naturst. I. x 


CH,—O—C^H 
H—C—OH 

I 

HO—C—H O 

i 

H—C—OH 

i 

H-C- 

I 

CH,—OH 
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G. ZemplAn 


HI. Synthesen aus Acetohalogenverbindungen. 

Weitaus die meisten Glykosidsynthesen gehen von den (x-Acetohalogen- 
derivaten (besonders Bromverbindungen) der einfachen Zucker und Oligo- 
sacchariden aus. Sie werden in vielen Fallen in Gegenwart von Silber- 
carbonat oder Silberoxyd in die / 9 -acetylierten Glykoside verwandelt, 
weil bei der Umsetzung eine WALDENsche Umkehrung eintritt. Durch 
Abspaltung der Acetylgruppen, am besten dutch katalytische Verseifung 
mit geringen Mengen Natriummethylat (4), gewinnt man dann die freien 
Glykoside. Die Methode ist auf Aglykone von verschiedenstem Typ 
anwendbar, 

Wie wir uns iiberzeugt haben (5), kann man in manchen Fallen statt 
Silberoxyd Quecksilberoxyd oder Zinkoxyd verwenden. 

In anderen Fallen kann man in den Besitz des gewiinschten Glykosids 
gelangen, indem man den Acetohalogenzuckcr in Ather lost und mit 
dem Natriumsalz des Aglykons (in Wasser gelost) schuttelt (z. B. Vanillin- 
d-glykosid (6), Picein (8), p-Oxyacetophenonglykosid, Arbutin [Hydro- 
chinon-monoglykosid (7)]. Bei in Ather schwer loslichen Acetohromver- 
hindungen, wie z. B. Acetohrom-hiosiden, nimmt man statt Ather als 
Losungsmittel Aceton (9). 

Fischer und Mechel (10) versuchten, das Alkali, das bei der Synthese 
in waBriger oder alkoholischer Losung storcnd wirken kann, durch or- 
ganische Basen zu ersetzen und haben mit Chinolin aus Acetobromglykose 
und Phenol ein Gemisch von TetraacetyUoc- und ^-phenolglykosid erhalten. 

Durch Kombination der Chinolin- mit der Silberoxydmethode konnte 
n^n acetylierte p-Glykoside und -Bioside des Alizarins und verwandter 
Oxyanthrachinone darstellen (u), z. B. Tetraacetyl-p-2-alizaringlykosid, 


OH 




O-C,H, 05 (C 0 -CH 3 )* 


\/\ /\/ 

CO 


T etraacetyl- fi- z-aliiari ngly kosid. 


IV. Umwandlung von /}>Glykosiden in ihre a-Form. 

Wahrend die Umwandlung der vollig acetylierten /S-Zuckerderivate 
in die dt-Form in Gegenwart von geringen Mengen Zinkchlorid in Essig- 
saureanhydridldsung ziemlich allgemein stattfindet (12), so war die 
Uberfiihrung eines / 9 -Glykosidderivats im Lauf einer chemischen Operation 
in die ^x-Form langere Zeit vollig unbekannt. 

Zuerst teilten Helferich und Schneidemuller (ij) mit, daB beim 
Schmelzen des Triacetyl-[triphenylmethyl]-j 9 -methyl-d-glykosids mit 
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I Mol. Phosphorpentabromid ein unerwartetes Ergebnis cintrat, Statt 
des )?-Methyl-d-glykosid~6-bromhydrins lieB sich neben Zersetzungs> 
produkten nur das a-Methybd-glykosid-6-bromhydrin fassen (Ausbeute 
nur 12%): 


CH3—O—CH__ 

H-_C—O-CO-CHj 

i 

CH3CO—O—C—H O 

I i 

H - C -O - CO CH 3 I 


H—.C—O—CH, 
H—C—OH j 

I I 

HO—C—H O 

i 

H—C-OH 

H—C--- 


CH2-0-CH(C3H3)3 CH,-Br 

Triacetyl-[triphenylioethyl]-/S-methyl-d-glvkosid. A-Methyl-d-glucosid.6-bromhydria. 

Bald nachher empfiehl Pacsu (14) die Anwendung von Stannichlorid 
in Chloroformlosung fiir die Umwandlung der acetylierten j^-Glykoside 
in die (X-Formen und zeigte die Anwendbarkeit der Methode am Beispiel 
des Tctraacetyl-^-methyl-glykosids, das in maBiger Ausbeute in Tetra- 
acetyl-^x-methyl-glykosid liberfuhrbar war. Die Dunkelfarbung der 
Ldsungen, verkniipft mit damit begleiteten Zersetzungen, veranlaBte 
mich zur Suche nach einem geeigneteren Umlagerungskatalysator, und 
ich schlug Herm Pacsu die Anwendung des ebenfalls chloroformloslichen 
Titantetrachlorids zu demselben Zweck vor. 

Schon bei dem ersten Versuch stellte es sich heraus, daB Titantetra- 
chlorid ein hcrvorragend kraftiges Mittel darstellt, mit dessen Hilfe man 
imstande ist, die Umwandlung des acetylierten / 9 -Methyl-glykosids in 
die entsprechende Form in einigen Stunden quantitativ zu bewerk- 
stelligen (15). Das resultierende TetraacetyFa-methyl-glykosid ist 
schneeweiB, die Umwandlung verlauft ohne Zersetzung und ist nach 
4- bis 5stundigem Erwarmen unter RtickfluB auf dem Wasserbad 
beendet. 

Als Beispiel sei folgender Versuch aufgefuhrt: 

7g Tetraacetyl-) 3 -methyl-glykosid (Schmelzp. 104—105°. [a]f° =—18,5® in 
Chloroform) werden in 83 g absolutem, alkoholfreiem Chloroform geldst und mit 
5»7 g Titantetrachlorid in 56 g Chloroform versetzt. Der sofort ausgefallene, gelbe 
Niederschlag lost sich auch beim Erwarmen nicht auf. Unbeschadet dieser Un- 
lOslichkeit wird das Reaktionsgemisch 5 Stunden auf dem Wasserbade unter 
FeuchtigkeitsausschluB erwarmt, dann mit Eiswasser zerlegt, wobei eine farblose 
ChloroformlBsung entsteht. Sie wird mehrmals mit Eiswasser gewaschen, mit 
Chlorcalcium getrocknet, unter vermindertem Druck zur Trockne verdampft, der 
Ruckstand in Alkohol geldst, mit etwas Wasser versetzt und stark gekiihlt. Beim 
Reiben beginnt die Kristallisation des reinen Tetraacetyl-cx-methyl-glykosids. Aus¬ 
beute 6 g, Schmelzp. 100®, [<x]^ = -f- in Chloroform. 






G. ZemflAk 


In Fortsetznng dieser Untersuchungen ivurde die Umlagerungs- 
f&bigkeit des Titantetrachlorids auf weitere Objekte geprtift. £s stellte 
sich heraus, daB Tetraacetyl-fi-n-hexyUglykosid in die «-Form iiberftihrbar 
ist (i 6 ), desgleichen Tetraacdyl-fi-cyklohexyl-glykosid in die a-Form { 17 ), 
Dagegen tritt bei PentaacetyUsaUcin keine Umlagerung in (vFonn, 
sondem eine Bildung von Tetraacetyl-salicincklorid ( 18 ) ein, nach folgenden 
Symbolen : 


CH,—CHj 




O—C—H 


H--C—O-COCH, 


CH,C0-~0-~C~H O 

H—C—O—~CO* CHg 

I 

H—C- 

I 

CH,—O—COCH, 

Tetnacetyl-^K:yck)lkexyl‘Klylu3skl. 

CH,—CH, 

H—C—O—Ch/ 

|\_ CH,-CH, 

h-~c--o---cx:ch. 


COCH, 


CH,—O—COCHg 

TetiMu»tyl<a<3rck>hexyl>glykotid. 


CH,—0-~C0CH, 


0 ~C—H 


H—C—O—COCH, 


O—C—H 

I- 

H—C—O—COCH, 


CHt-CO—O—C—H 


O TiCl4 OHg CO—O— 


O-COCH, 


'*' " 0*~“*C0 • CH4 


CH,~0—COCH 4 

FmtMoetyl'^MlIdn. 


CHg—O—COCH4 
TetxMoetyl-^-MUciiiclilocid. 
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Diese Reaktion laflt sich auf die acetylierten Alkylbioside ebenfalls 
iibettragen, wie dies die Umlagenmg von Heptaacetyl-)9-methyl-cellobiosid 
in die <x-Form zeigt ( 19 )* 

Die Reaktion ist aber, wie wir es sp^ter beobachteten, nicht unbe- 
grenzt bei Glykosiden der hdheren Oligosaccharide anwendbar. .Als wir 
die Umlagening der von nns synthetisch nach der Quecksilberacetat- 
methode dargestellten DekaacetyUi-^-fnethyUiX‘cMohiosido-6-glykose mit 
Titantetrachlorid versuchten, erhielten wird statt des erwarteten Deka- 
acetyl-i-(x-tneihyl-iK-cellobiosido-6-glykose unter Abspaltung der Methyl- 
glykosidacetatgruppe (x-Acetochlor^ceUohiose ( 20 ) : 

CH,—O—C—H_ 

H—C—O—COCH, 


CHjC0-~0~C—H O 

I 

H—C—O—CO-CH, 

_ H-C- 

I 

JJ—c -o— CH, I -c- H 

I ! 

H—C—O—OCCH, _I H—c—o-~cx:cH, 



CHjCO—O—C—H 

I 

H—C-^O—OCGH, 

H-C—— -- 

I 

CH,—O—OCCH, 


Dekamcetyl*i»/J-mcthyl-«*cellobM)sido-6-glyko8e. 



1 

[TiCl, 

1 

p. 

i 

1 

■0----0C • CHg 


O CH, C0-~0-~C—H 

I 

H—C- 

I 

H-C- 

I 

CHg—O-OC'CHg 


C—H 



CH|~0—OC'CH, 


4>«Aoetechlor»cellobk>«ft. 
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Dieses Verhalten ist deshalb auffallig, weil die Hendekaacetyl-ver- 
hindung der Cellobiosido-6-glykose mit Titantetrachlorid, ohne auf- 
gespalten zu werden, leicht die Acetochlorverbindung dieses Trisaccharids 
liefert (2/), die dann auch gegen langere Einwirkung von Titan¬ 
tetrachlorid ganz bestandig ist. 


V. Quecksilbersalz-methode. 

Bei Versuchen, iiber Reduktionen mit Aluminium-amalgam in wasser- 
freien Medien stellte es sich heraus, daB beim Erwarmen von Aceto- 
brom-cellobiose in Benzollosung mit AluminiumgrieB und trocknem Queck- 
silber(II)-acetat in kurzer Zeit das Brom abgespalten wird und aus dem 
Reaktionsgemisch in guter Ausbeute Heptaacetyl-cellobiose zu isolieren ist. 
Wenn man denselben Versuch in absolutem Alkohol ausfuhrt, so.gewinnt 
man Heptaacetyl-(x-dthyl-cellohiosid, Lost man aber in dem Benzol Phenol 
auf und erwarmt das Reaktionsgemisch von Acetobrom-cellobiose, 
AluminiumgrieB und Quecksilberacetat kurze Zeit auf dem Wasserbad, 
so entsteht Hepiaacetyl-a-phenyl-cellobiosid. Die Substanz ist auf diesem 
Weg in voller Reinheit zu erhalten. DaB die Cellobiose dabei keiner Um- 
wandlung oder Umlagerung anheimgefallen ist, laBt sich leicht dadurch 
beweisen, daB die Verbindung, mit Bromwasserstoff in Eisessig be- 
handelt, mit Leichtigkeit unter Bildung von Acetobrom-cellobiose ge- 
spalten wird. Ganz ahnlich laBt sich Heptaacetyl-cK-cyklohexyl-cellobiosid 
darstellen (22). 

Die Nacharbeitung des Verfahrens fiihrte zu dem Resultat, daB die 
Reaktion, die bei Einhaltung der friiher angegebenen Bedingungen immer 
gelingt, beim Wechseln der Menge des Quecksilberacetats oft nicht zur 
Cellobiosidbildung fiihrt. Es muBten deshalb die Bedingungen der Cello- 
Hosid-Synthese naher kennengelemt werden. Zu diesem Zwecke fiihrten 
wir eine groBere Anzahl von Versuchen mit je 10 g Aceto-bromcellobiose -f 
-f 4 g Phenol aus, bei denen wir folgendes feststellen konnten: Um die 
Cellobiosidbildung hervorzurufen, ist die Gegenwart des Aluminiums 
uberfliissig, denn sie erfolgt in Anwesenheit von Quecksilberacetat 
allein (2j). Die Menge des Quecksilberacetats ist aber von entscheiden- 
dem EinfluB auf die Cellobiosidbildung, und zwar tritt diese nur 
dann ein, wenn die Quecksilberacetatmenge unter derjenigen bleibt, 
die dem aus der Aceto-bromcellobiose und Phenol abspaltbaren Brom¬ 
wasserstoff Equivalent ist. Diese Menge ist bei 10 g Aceto-bromcello¬ 
biose 2,27 g. Oberhalb dieser Grenze tritt die Bildung der Heptaacetyl- 
cellobiose in den Vordergrund, unterhalb dieser Grenze wEchst mit 
der Menge des Quecksilberacetats die Ausbeute an Heptaacetyl-phenyl- 
cellobiosid. Diese Zusammenhange sind sehr gut aus der Tabelle i 
zu ersehen. 
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Tabelle i. 


Nr. 

Acetobrom* 

cellobiose 

(g) 

Phenol 

(ff) 

Quecksilber¬ 

acetat 

(g) 

Daucr des 
Erwarmens 
(Min.) 

Ausbeute an 
isolierten 
Produkten 
(g) 

Schroelz- 

punkt 

Reduktions- 
vermOgen 
(Glykose =» 
= 100 ) 

35 

10 

4 

1,00 

60 

1,6 

214° 

0 

36 

10 

4 

1.50 

60 

2,1 

207° 

0 

32a 

10 

4 

2,00 

60 

3.8 

213® 

0 

40 

10 

4 

2.20 

60 

4.9 

208 

0 

41 

TO 

4 

2,25 

30 

5.2 

175 ® 

9.3 

42 

TO 

4 

2,30 

30 

5.4 

167° 

12,9 

43 

TO 

4 

2,40 

30 

6,1 

192° 

! 27,7 

33 

TO 

4 

2,50 

60 

6,6 

0 

>0 

00 

28,3 


Die Bildung des Cellobiosids erfolgt demnach am besten, wenn die 
Menge des Quecksilberacetats nicht ausreicht, um den gebildeten Brom- 
wasserstoff vollig in Quecksilberbromid zu tiberftihren, sondem ein wenig 
ireier Bromwasserstoff vorhanden ist. Einc groBere Menge Bromwasser- 
stoff erniedrigt durch seine zersetzende Wirkung die Ausbeute an Cello- 
biosid. Sobald soviel Quecksilberacetat zugegen ist, daB kein freier Brom¬ 
wasserstoff anwesend sein kann, wird die Bildung des Phenyl-cellobiosids 
verhindert. 

Nach Aufklarung der Bildungsbedingungen des Heptaacetyl-a- 
phenylcellobiosids wollten wir dieselbe Reaktion auf weitere Fillle aus- 
dehnen, wobei wir fanden, daB auch die Heptaacetyl-oc-alkylcellobioside 
aus dem Reaktionsgemisch in tadelloser Reinheit isolierbar sind, dagegen 
waren die Versuche oft nicht reproduzierbar. Diese Beobachtung zwang 
uns, die Bildungsbedingungen des Heptaacetyl-athylcellohiosids nSLher zu 
studieren, da gerade beim Heptaacetyl-athylcellobiosid die Gewinnung 
der reinen a-Form nicht immer gelang [24). Wir fanden auch, daB die 
Qualitat des isolierbaren BioSids mit der Menge des angewendeten Al- 
kohols stark wechselt. Deshalb stellten wir systematische Versuche an, 
indem wir die Menge der Acetobrom-cellobiose und des Quecksilber¬ 
acetats konstant hielten und nur die Menge des angewandten absoluten 
Athylalkohols wechselten. Auch die Aufarbeitung des Reaktionsprodukts 
war bei samtlichen Versuchen die gleiche: 

Nach ^/^ttindigem Kochen auf dem Waaserbade in Gegenwart von Benzol 
<60 ccm) wuschen wir das abgektihlte Reaktionsgemisch 4mal mit Wasser, trockneten 
die Benzolldsung mit Chlorcalcium, verdampften das Filtrat unter vermindertem 
Druck, dann noch zmal mit absolutem Alkohol, um das Benzol zu entfernen, und 
Idsten den Riickstand in 50 ccm heifiem Alkohol. Nach dstUndigem Stehen bei 
Zimmertemperatur wurde das Kristallisat abgesaugt, mit Alkohol gewaschen 
und nochmads aus 50 ccm heiBem Alkohol umkristallisiert * dann wurden die Kristalle 
abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und getrocknet. 
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Die so gewonnenen Heptaacetyl-athylcellobiosidpraparate wiirden 
auf Reduktionsvermogen, Drehung in Chloroformlosung nnd Schmelz- 
punkt gepriift. Die Resultate sind in Tabelle 2 zusammengestellt. 


Tabelle 2. 


u 

2; 

Menge der Acetobrom- 
cellobiose (g) 

Menge des Quecksilber- 
acetats (g) 

Menge des absoluten 
Athvialkoho'.s fg) 

CberschuB des Athyl- 
alkohols in Prozent der 
theoretischen Menge 

Ausbeute an amal 
umkristallisiertcn Prc- 
dukten (g) 

Reduktionsvermdgen in 
Prozent (Glykose = loo) 

1 

6 

a 

Q 

Schmelzpunkt 

(korr.) 

I 

10 

2,0 

0,66 

0 

3.1 

6,08 

+ 53.99 

182,5—183,5° 

2 

10 

2,0 

0,69 

5 

2.4 

5.37 

f 54.30 

180,5—181,5° 

3 

10 

2,0 

0.73 

10 

3.0 

3.37 

+ 54 -°* 

177.5-178,5° 

4 

10 

2,0 

0,76 

15 

2.3 

2,93 

+ 55 . 3 <> 

176,5—177.5° 

5 

10 

2,0 

0.82 

25 

2.8 

2,59 

+ 55.94 

176,5—177,5° 

6 

10 

2,0 

0.99 

50 

2,3 

1,16 

+ 56,34 

175.5—176,5° 

7 

10 

2,0 

1.32 

100 

2,2 

0,28 

+ 57.23 

174.5—175,5° 

8 

10 

2,0 

1,98 

200 

1.9 

0,21 

H- 56,20 

174,0-174,5° 

9 

10 

2,0 

2,64 

300 

0,9 

1,10 

-f* 50,86 

174.0—174,5° 

10 

10 

2,0 

3 i 30 

400 

2,8 

3.74 

—18.26 

181,5—182,5® 

11 

iO 

2,0 

3.96 

500 

3.2 

5.^^9 

—18.351 

182,5—183.5® 

12 1 

lO 1 

2,0 

7,20 

1000 

5.4 ! 

8,62 

— 20,72 1 

185,5-186.5® 

13 

IO j 

2,0 

13,86 

2000 

6,0 ; 

5.83 

— 22,36 i 

185.5—186,5® 

14 i 

IO I 

2,0 

33.66 

5000 

6.7 i 

4,81 

— 23,46 

185,5—186.5® 


Die Tabelle 2 zeigt deutlich, daB bei der Reaktion mit Quecksilber- 
acetat die Isolierbarkeit der a- oder der jS-Form einfach durch die richtige 
Wahl der Alkoholmenge regulierbar ist. Im Fall des Athyl-cellobiosids 
kann man z. B. die a-Form sicher fassen, wenn man mit einem UberschuB 
in der Nahe von 100% an Athylalkohol arbeitet; selbst bei 200% t)ber- 
schuB ist das Produkt noch ziemlich rein, doch ist die Ausbeute dann 
nicht mehr befriedigend. Das Praparat, das man z. B. bei 100% DberschuB 
gewinnt, ist, was Ausbeute und optische R6inheit betrifft, ebenbtirtig 
mit dem durch Umlagerung des Heptaacetyl-p-hiosids mit Titantetra- 
chlorid (25) gewonnenen, die Arbeitsmethode ist jedoch in der jetzt 
angegebenen Ausfiihrung bedeutend einfacher. 

Dberraschend ist aber, daB das Reduktionsvermogen der gewonnenen 
Pr^parate nach Erreichung eines Cberschusses an Athylalkohol von etwa 
300% wiederum ansteigt, und daB zwischen 300 und 400% ein schroffer 
Dbergang in der Richtung zur^-Form stattfindet. Bei 10 g Acetobrom-cello- 
biose gentigt eine Differenz von 0,74 g Athylalkohol, um bei den isolierten 
Praparaten das Drehungsvermogen von + 50,86° auf —18,26° zu 
bringen. £s versteht sich so, daB, wenn man zufallig innerhalb dieser 
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veranderlichen Zone arbeitet und auf die Alkoholnienge keine besondere 
Riicksicht nimmt, keine reproduzierbaren Resultate erhalten werden k6n- 
nen. Vermutlich entstehen bei der Einwirkung von Quecksilberacetat st^ts 
beide Formen, aber in wechselnden Mengen/Unterhalb eines Uberschusses 
von 300% iiberwiegt die a-Form, oberhalb 400% die j8-Form. Aus Tabelle i 
ist auch zu ersehen, daB bei unserem Arbeitsgang eigentlich die /8-Ver- 
bindung in optischer Reinheit schwerer darzustellen ist als die ^-Ver- 
bindung. 

Mit IsopropyldlkoYioX stehen uns ebenfalls geniigende Daten zur 
Verfiigung, um den Verlauf der Biosidbildung der (x- und /S-Form verfolgen 
zu konnen. Aus den Versuchsergebnissen ist zu ersehen, daB man ^die 
a-Form des Heptaacetyl-isopropyl-cellobiosids leichter als die Athyl- 
verbindung gewinnen kann, denn bei einem UberschuB von 20—200% 
ist das PrSLparat in guter Ausbeute und in vorziiglicher optischer Reinheit 
zu gewinnen. Wieder sehr auffallend und noch deutlicher als bei den Ver- 
suchen mit Athylalkohol zeigt sich mit der weiteren Erhdhung der Iso- 
propylalkoholmenge ein Maximum des Reduktionsvermogens der iso- 
lierten Produkte. 

Um ein groBeres Vergleichsmaterial zu gewinnen und die allgemeine 
Anwendbarkeit der Methode zu priifen, stellten wir die oc-Heptaacetyl- 
cellobioside noch folgender Alkohole dar: n-Propyl, n-Bidyl, Isohutyl, 
sek. Butyl, sek. Amyl, n-Hexyl und p-Phenyl-dthyl. Bei diesen Versuchen 
zeigte sich ebenfalls, daB in der Nahe eines Uberschusses von 100% Alko- 
hol in vielen Fallen auch die hochste optische Drehung der isolierten 
ix-Formen zu beobachten ist. 

Bei der Darstellung der Heptaacetyl-/8-alkyl-cellobioside mit Queck¬ 
silberacetat ist demnach ein groper VherschuP an dem hetreffenden Alkohol 
zu verwenden. Bei den niedrigeren Gliedem ist es vorteilhaft, als Reak- 
tionsmedium den betreffenden Alkohol selbst zu verwenden, da hierbei 
sehr leicht voUkommen reduktionsfreie Produkte zu erhalten sind. 
Optische Reinheit wird aber erst nach wiederholtem Umkristallisieren 
erreicht. Als Beispiel ist die Darstellung des Heptaacetyl-/8-methyl- 
cellobiosids uixd Heptaacetyl-j8-isopropyl-cellobiosids beschrieben. In 
Gegeriwart von Benzol sind die meisten Heptaacetyl-cellobioside ebenfalls 
mit Quecksilberacetat gewinnbar, falls man einen geniigenden UberschuB 
an den entsprechenden Alkoholen anwendet. Als Beispiel wurde die Dar¬ 
stellung des Heptaacetyl-/J-n-butyl-, -^-hexyl- und -^-phenylathyl-cello- 
biosids beschrieben (26), 

Man gewinnt auBerdem die Heptaacetyl-p<eUohioside oft leicht durch 
Umsetzung der Acetobrom-cellobiose in den betreffenden Alkoholen 
selbst Oder in Benzolldsimg mit Hilfe von Quecksilbercyam^. Als Beispiele 
sind die Darstellungen des Heptaacetyl-jJ-methyl-, -)J-isopropyl-, -jS-n- 
butyl-, -/J-isobutyl- und -jS-sek.-butyl-cellobiosids beschrieben (27). 



G. Zempl^n 


Auf Grund obiger Resultate wurden noch die in der Tabelle 3 auf- 
gezSJilten, neuen oc-Cellobiosid-heptaacetate dargestellt (28), 

Tabelle 3 . 


Heptaacetyl-a-cetyl-cellobiosid 


-a-mandelsaure-athylester-cello- 

biosid. 

-a-glykolsSiure-athylester-cello- 

biosid. 

-a-guajacol-cellobiosid. 

-^-naphthol-a-cellobiosid . 

-oc-naphthol-a-cellobiosid . 


Mol.-Gewicht 

Schinelz* 

punkt 

[«]j> 

in Chloroform 

861.14 

128® 

+ 44.25° (27) 

2788,91 

99,5° 

+ 26,24° (27) 

798,97 

192° 

+ 86,93° (27) 

722.93 

156° i 

+ 47.12° (27) 

742:33 

0 

00 

M 

+ 72,80® {28) 

762,33 

251° 

+ 106.6® (28) 

762.33 

203° 

+ 43.07® {28) 


H—C-^OAc 

J I 

O AcO—C—H 

I I 

H ' C- 

I 

H-C- 

I 

CH,—OAc O 


CH 

CH, 

i 

0 

1 

0 

1 

1 

CO 

! 

! 

CO 

C, 7 H 3 , 

i 

C^Hj, 

0 

1 

0 

i 

1 

-CH 

I 

--CH 

1 

1 

H—C—OAc 

1 

1 

H—C—OAc 

1 

1 

AcO—C—H 

1 

0 AcO—C—H 


C- I 

I I 

CH,—OAc O 


H—c- 

H—c- 

I 

CHj—OAc 


- 

OAc 1 

I I 

AcO—C—H O 

I i 

H—C—OAc i 

I I 

H-.-c-' 


H—C—OAc 

I 

AcO—C—H 6 

; I 

H—C—OAc i 


CH,—OAc 

Heptaacet3^*a-ricinu8dl'Cellobto5id. 


'-C-“H_ 

H—C~OAc 

I 

AcO—C—H O 

I 

H—C—OAc 

I 

H—C- 
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Es konnte noch gezeigt werden, daB die Quecksilberacetatmethode 
bei Trisacchariden ebenfalls anwendbar ist, wie dies am Beispiel der 
Darstellung des Dekaacetyl-oc-i-dthyl-fi-cellobiostdo-6-glyko$e bewiesen 
wurde (29). 

Aus Acetobromglykose und Benzylalkohol konnten Klages und 
Nieman (ji) mit Hilfe von Quecksilberacetat p-Tetraacetyl-benzyl- 
glykosid in einer Ausbeute von 60—80% isolieren. 

Um den Reaktionsmechanismus aufzuklaren, haben wir ausgedehnte 
Versuchsreihen nach mehreren Richtungen vorgenommen (30). 

Zun^chst wurde bei der Bildung von Heptaacetyl-^-athyl-cello- 
biosid gepriift, ob die Variierung der Anionen beim Quecksilber- 
salz den Reaktionsverlauf andert. Es stellte: sich heraus, daB auch 
andere organische Quecksilbersalze, z. B. Quecksilbersuccinat, Queck- 
silberstearat usw., imstande sind, a-Athylcellobiosid-acetat zu bilden, 
jedoch sind die Ausbeuten bei Benutzung von Quecksilberacetat 
die besten. 

Dann wurde der EinfluB von 15 verschiedenen Kationen in Bezug auf 
<x-Cellobiosiclbildung untersucht. AuBer Uranyl und Antimon, die als 
Oxalate verwendet wurden, waren die uhrigen durchwegs essigsaure 
Salze, Aus diesen Versuchen hofften wir, irgendeinen Zusammenhang des 
Rations zwischen seiner a-Cellobiosid-bildungsfahigkeit und Stellung im 
periodischen System finden zu konnen. Die ersten Versuche wurden mit 
Zinksalzen ausgefiihrt, weil Zink in dieselbe Gruppc wie Quecksilber 
gehort. Zinksalze sind ebenfalls befahigt zur Synthese von (x- sowie 
Cellobiosiden. Cadmiumacetat ergab nur geringe Mengen eines Gemisches 
aus (X- und j8-Cellobiosid, es zeigte sich aber, so wie nahezu alle iibrigen daftir 
gepriiften Kationacetate, als befahigt zur/?-Cellobiosidbildung. Magnesium-, 
Calcium- und Bariumacetat geben keine a-Verbindungen. Silber-, Uranyl-, 
Antimon-, Mangan-, Chrom-, Nickel-, Natrium- und Lithiumacetat geben 
ebenfalls keine a-Cellobioside. Demnach scheint die (X-Cellobiosidbildung 
nur auf Quecksilber- sowie auf Zinksalze beschrankt zu scin. Diese Beob- 
achtung gewinnt eine Stiitze durch die <x-Glykosid-herstellungsmethode 
von Helferich (j2), der aus den acetylierten Zuckern mit Hilfe von 
Zinkchlorid zu ^x-Glykosiden gelangte. 

Als Ausgangspunkt weiterer Versuche dienten Oberlegungen, die aus 
den Erfahrungen der Quecksilberacetatmethode ableitbar sind. In dem 
Reaktionsgemisch bilden sich aus der Acetobromverbindung Mercuri- 
bromid und Essigsaure. AuBerdem bleibt noch freier Bromwasserstoff 
in der Benzollosung, denn man verwendet zweckmaBig um 3% weniger 
Quecksilberacetat als zur Bindung samtlichen Bromwasserstoffs notig 
ware. 

Demnach versuchten wir, a-^ktaacetyl-cellobiose in Gegenwart von 
Mercuribromid und Athylalkohol in Benzollosung in Gegenwart von 
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Essigsaure, spater Bromwasserstoff enthaltender Essigs^ure, in Reaktion 
zn bringen. Die Cellobiosidbildung blieb jedoch aus. 

Ganz andere Resultate wurden erhalten, als wir die Oktaacetyl-cello- 
Hose in Gegenwart von Mercuribromid nur mit Bromwasserstoff und 
Athylalkohol in Benzollosimg in Reaktion brachten. Dabei konnten wir 
das oc-Heptaacetyl-dthyUcellohiosid gewinnen. Um die Menge des Brom- 
wasserstoffs genau dosieren zu konnen, bereiteten wir eine titrierte Lbsung 
von trocknem Bromwasserstoff in Benzol. Die Versuche wurden ausge- 
fiihrt, indem wir die Oktaacetyl-cellobiose mit Benzol fibergossen, dann 
die notige absolute Alkoholmenge und zuletzt den Bromwasserstoff in 
Benzollosung zusetzten. Nach erfolgter Reaktion durch Kochen im Wasser- 
bad wurde das Reaktionsgemisch mit Wasser mehrmals gewaschen, die 
Benzollosung mit Chlorcalcium getrocknet, mit Kohle geklart, imter 
vermindertem Druck abgedampft, der Riickstand mehrmals mit Alkdhol 
verdampft, dann in Gegenwart von wasserfreiem Natriumacetat acety- 
liert und in Wasser gegossen. Das ausgeschiedene Produkt wurde isoliert, 
gewaschen, getrocknet und aus Alkohol umkristallisiert. Aus den Ergeb- 
nissen zahlreicher Versuche konnten wir folgende Schliisse ableiten: 

1. Einflufi der Mercuribromidmenge. Nimmt man weniger als Mol. 
Mercuribromid auf i Mol. Oktaacetyl-cellobiose, so ist die Cellobiosid¬ 
bildung unvollstandig. In Gegenwart von Mol. tritt sie immer und 
mit guten Ausbeuten ein. 

2. Einfluff der Bromwasserstoffmenge. Die Cellobiosidbildung andert 
sich stark mit der Bromwasserstoffmenge, Die besten Ausbeuten und die 
reinsten Priparate wurden gewonnen, falls wir auf i Mol. Oktaacetyl- 
cellobiose (ioo%) 23—34% Bromwasserstoff anwandten. Unter- Oder 
oberhalb dieser Grenze werden stark reduzierende Produkte erhalten. 
Die optimale Bedingung ist in Benzol- sowie auch in Chloroformlosung: 
34 % Bromwasserstoff. 

3. Einflufi der Alkoholmenge, Optimale Ergebnisse werden erhalten, 
wenn man auf i Mol. Oktaacetyl-cellobiose 2 Mol. Alkohol nimmt. 

4. Kochdauer, Optimum i Stunde. 

5. Benutzt man als Ausgangsmaterial fi-Oktaacetyl-cellobiose, so ist das 
Resultat dasselbe. 

Auf Grund obiger Versuche ist folgender Reaktionsmechanismus 
denkbar. Die Acetobrom-cellobiose erleidet unter dem Einflufi von Wasser- 
spuren in dem Reaktionsgemisch eine Hydrolyse, wobei Bromwasserstoff 
und Heptaacetyl-cellobiose entstehen. Ein Teil des Bromwasserstoffs 
wird von dem Quecksilberacetat in Form von Quecksilberbromid ge- 
bunden, wobei Essigsaure frei wird. Die entstehende Heptaacetyl-cello¬ 
biose wird dann unter der gemeinsamen Einwirkung von Quecksilber¬ 
bromid und Bromwasserstoff unter Wasserabspaltung in Heptaacetyl- 
cellobiosid tiberfiihrt, laut folgendem Schema: 




Neuere Richtungen der Glykosidsynthese 


13 


H—C—Br 


-CH 


H~-C—O—OAc ! 

I 

AcO—C—H 


H—C—OAc 
O I ! 

Ac-O—C—H O 


H- C 

i 

H~C 


H—C—OAc 

I 

H—C - 

I 

CHj~OAc 


Acetobrom-cellobios**. 


o 


CH—OH 

i 

H—-C—O * Ac 


AcO—C—H 

i 

H C - 

i 

H- C- 


CH 


H—C—OAc 

I 

AcO—C—H 

I 

H—C—OAc 

H- C- 

I 


O + HBr 


Queck- 

silber- 

acetat 


Heptaacetyl-cellobiose. 


HgBr, 4- HBr -{- Heptaacetyl-cellobiose 


R—OH 


CH—OR 

I 

H—C—OAc 

I 

Ac-O—C—H 

I 

H—C 

1 

H—C- 


-CH 


H-~0~OAc 
AcO—C—H O + H,0 + HBr + HgBij. 

H— C—O • Ac 


CH,- 


' Ac 


H—C- 

I 


CH,—OAc 


Heptaacetyl-cellobiosid. 


Diese Auffassung gewinnt dadurch eine Sttitze, daB aus Acetobrom- 
cellobiose mit Hilfe einer einfachen Umsetzung nur ein /J-Cellobiosid 
entstehen kann, weil bei der Glykosidbildung eine WALDENsche Urn- 
kehrung eintritt. Dasselbe gilt ftir die Cberfiihrung von (X-Oktaacetyl- 
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Menge des Queeksilber- 
bromids 

[ajjj tier isolierten 
Praparate in 
Chlorofonn 

120 Aquivalent-% . 

+ 57.01° 

TOO ,, . 

+ 57.13° 

(}o ., . 

f- 56.33° 

80 „ . 

+ 55.91° 

60 ,, . 

+ 55 . 01 ° 

40 .. . 

+ 48.31° 

20 ,, . 

+ 40.75° 


Tabelle 5. 


cellobiose in ^-Heptaacetyl-cellobiosid. In beiden Fallen muB daher ein 
Zwischenprodukt entstehen, das seine Konfiguration in beiden Richtungen 

{oc und /5) wechsein kann, und 

_ ^ 4 - _ g^j[^ yiut fiir die Hepta- 

Meng. .les QucMibcr- E-Jd acetylccllobiose. 

bromids ^Worofomr dicsei Gedankengang 

--- rich tig, so muB man aus Hepta- 

120 Aquivalent-%. 4. 57,01° acetylcellobiose, mit Hilfe von 

100 „ . +57.13° Quecksilberbromid, Bromwasser- 

*» . ^ Aglykon in Benzol- 

” . ^ 5^ 01° Idsung ebenfalls a-Heptaacetyl- 

’’ ^ 48,31° celiobiosidbildung erwarten. Die 

20 „ . + 40,75° Versuche bcstatigten diese An- 

nahme, indem aus Heptaacetyl- 
cellobiosc, in Gegenwart von 90 Aquivalentprozenten Quecksilberbromid und 
10 Aquivalentprozenten Bromwasserstoff, mit Athylalkohol ^x-Heptaacetyl- 

athyl-cellobiosid erhaltlich ist. 
_ 5. _ Rolle des Queck- 

Mtnge <los Bromwasser- Ausbeule j [«]d in silbcrbromids bci dieSCr Re- 
stoffs (g) j Chloroform a.- r 1 j 

_^_ aktion aufzuklaren, wurdc einc 

5 Aquivalent-%. 1,44 +50.25° Versuchsreiheangesetzt.wobei 

TO ,, 1,03 4- 57,13° die Menge des Quecksilber- 

.. 0,63 +5^.31° bromids zwischen 120 bis 

20 Aquivalentprozenten wech- 

selte. Dabei wurden folgende Praparate erhalten (Tabelle 4). 

Aus den Resultaten ist ersichtlich, daB die Reaktion nur in Gegenwart 
einer bestimmten Quccksilberbromidmenge eintritt. Oberhalb dieser 

besteht dann ein Op- 

_ Tabelle 6. _ timum, wobei sich ein 

A kont* Ausbeute Schrneiz- f«jj) reines, ^-freies Praparat 

(g) punkt Chloroform gewinneii laBt. Wird die 

7 Quecksilbermenge daf- 

n-Propylaikohol ... 1.07 191° + 57 . 7 i° ^ ^ 

n-Butylalkohol.... 1.05 174° +43,40° ernoni, so wacnsi 

i-Butylalkohol. 1,29 185° +46,68° das Drehungsvermogen 

sek. Butylalkohol.. 1,23 194° + 54.95° nicht mehr, jedoch sinkt 

i-Amylalkohol. 1,45 176° j + 40,95° dje Ausbeute. 

se^Amyialkohol.. 0.93 .76° 1 + 55 . 94 ° Weiters wurde, unter 

n-Hexylalkohol ... 1,03 193° I + 52,06 1 j 

n-Heptylalkohol.., 1,23 181° | + 53.75° Emhaltung der optima- 

n-Oktylalkohol_ 0,64 167° j + 52,33° len Quecksilberbromid- 

. 0,90 224° j + 77,91° menge von 100 Aqui¬ 
valentprozenten, die 

Menge des Bromwasserstoffs variiert. Die Resultate sind in der 


Menge <los Bromwasser¬ 
stoffs 


5 Aquivalent-% 

TO 


(g) 

i Chloroform 

1.44 

1 , 

+ 50.25° 

1.03 

1 + 57.13° 

0,63 

+ 5(>.3i° 


Tabelle 6. 


Aglykone 

Ausbeute 

(g) 

Schrnelz- 

punkt 

Wd i" 

Chloroform 

n-Propylaikohol ... 

1.07 

191° 

+ 57.71° 

n-Butylalkohol_ 

1.05 

^ 74 ° 

+ 43.40° 

i-Butylalkohol. 

1,29 

185° 

+ 46,68° 

sek. Butylalkohol.. 

1.23 

194° 

+ 54.95° 

i-Amylalkohol. 

1.45 

176° 

! + 40.95° 

sek. Amylalkohol .. 

0.93 

176° 

1 + 55.94° 

n-Hexylalkohol ... 

1.03 

193° 

1 + 52.06° 

n-Heptylalkohol... 

1.23 

181° 

j + 53 . 75 ° 

n-Oktylalkohol.... 

0,64 

167° 

1 + 52.33° 

Phenol. 

0,90 

224° 

I + 77.91° 


Menge des Bromwasserstoffs 
Tabelle 5 zusammengestellt. 


variiert. 
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Die Tatsache, daB das Quecksilberbromid und der Bromwasserstoff 
in genau einzuhaltenden Mengen zur Anwendung gebracht werden 
miissen, spricht ebenfalls dafiir, daB sie ein komplexes System bilden, das 
zur Katalyse der a-Biosidbildung notwendig ist. 

Als Endergebnis samtlicher Beobachtungen sind die Quecksilber- 
acetat- sowie die Quecksilberbromid + Bromwasserstoff-Methode eben- 
biirtig und beruhen auf einer Wasserabspaltung aus den Komponenten, 
unter der Einwirkung des Bromwasserstoffs. In dieser Beziehung ahnelt 
das Verfahren der klassischen Glykosidsyn these von Emil Fischer, 
mit Hilfe der katalytischen Wirkung des Chlorwasserstoffs (jj). 

Ein Unterschied zwischen den beiden Methoden besteht darin, daB die 
FiscHERsche Methode bei Anwendung nur von Saure Glykosidbildung 
hervorruft, dagegen bei unserem Verfahren das Quecksilberbromid eben¬ 
falls eine entscheidende Rolle neben der Siiurewirkung spielt. 

Unter Beriicksichtigung der oben angegebenen Vcrsuchsbedingungen 
haben wir die in der Tabelle 6 verzeichneten ot-Heptaacctyl-cellobioside 
dargestellt (unveroffentlicht). 

VI. Darstellung der Bioside der a-Reihe ohne Anwendung 
der Acetohalogenverbindungen. 

Mich interessierte es, das Verhaltcn des sublimierten Ferrichlorids 
gegen die acetylierten Zucker in Chloroformlosung kennenzulenien, und 
deshalb stellte ich ausgedehnte Untersuchungen in dieser Richtung an [34). 
Es zeigte sich, daB Eisenchlorid nicht in der Lage ist, einen acetylierten 
Zucker in das Acetohalogen-derivat uberzufiihren. Dagegen erhielt ich 
immer von der Ausgangssubstanz verschiedene Praparate, die ein auf- 
fallend niedriges Reduktionsvermogen besaBen, jedoch nach Verseifung 
und Hydrolyse mit Mineralsauren wiederum in hochreduzierende Sub- 
stanzen tibergingen. Besonders eingehend wurde das Verhalten der 
<x-Oktaacetyl-cellobiose und der /S-Oktaacetyl-maltose untersucht. Durch 
systematische Trennung der Reaktionsprodukte erhielt ich Praparate, 
deren Reduktionsvermogen zwischen 2 und 3% lag (Glykose ~ 100). 
Zunachst dachte ich an irgendeine Kondensation zu hochmolekularen 
Verbindungen, doch zeigte das niedrige Molekulargewicht der Substanzen, 
daB es sich nur um einfache Verbindungen handeln konnte. SchlieBIich 
brachte dann eine Methoxylbestimmung, die als Blindversuch im Ver- 
gleich zur vollstandig methylierten Substanz ausgefiihrt wurde, Klarheit, 
Es stellte sich heraus, daB bei der Einwirkung des von Haus aus alkohol- 
haltigen Chloroforms die Oktaacetyl-cellobiose und -maltose in Gegenwart 
von Ferrichlorid Essigsdure abspalten und Heptaacetyl-athyl-cellobiosid 
bzw. Heptaacetyl-athyl-maltosid bilden, eine Reaktion, die immerhin 
ziemlich merkwiirdig ist. DaB tatsachlich der im Chloroform vorhanden 
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gewesene Alkohol die Athylierung herbeifiihrt, lieB sich leicht dadurch 
beweisen, daB vollkommen alkoholfreies Chloroform keine Spur der 
Bioside entstehen laBt, wahrend es, sobald ihm die notige Alkoholmenge 
zur Verfiigung gestellt wird, wiederum imstande ist, die Bioside zu bilden. 

Sehr auffallend war aber, daB die so entstehenden Bioside der oc-Reihe 
angehoren. Nach dieser Methode ist man demnach imstande, eine Okta- 
acetylbiose direkt in ein acetyliertes a-Biosid umzuwandeln, was vor 
meinen Arbeiten nicht moglich war. Uberhaupt kannte man meines 
Wissens damals noch keine Bioside der a-Reihe. Zwar finden sich in der 
Literatur Angaben iiber ein Heptaacetyl-^x-methyl- bzw. >^x-athyl- 
maltosid (j5), doch sind beide Verbindungen vermutlich /J-Derivate, 
denn sie warden dargestellt durch Einwirkung von Methylalkohol und 
Silbercarbonat auf Acetochlor-maitose, wobei erfahrungsgemaB, wie bei 
samtlichen anderen {x-Acetohalogen-derivateii,derAustausch des Halogens 
gegen Methoxyl mit einer WALDENschen Umkehrung verbunden ist und 
zu )8-Derivaten fiihrt. 

Zur Darstellung der ^x-Phenol-bioside ist die Behandlung mit Eisen- 
chlorid aus leicht zu verstehenden Griinden unbrauchbar, dagegen gelingt 
dies nach der Quecksilberacetatmethode. 

Nachdem wir spa ter durch zahlreiche Versuche iiber die L osidbildung 
aus Acetobrom-cellobiose in Gegenwart von Quecksilberacetat n^her 
orientiert worden waren und den ausschlaggebenden EinfluB der ver- 
wendeten Quecksilberacetat- und Alkoholmenge erkannt hatten, unter- 
suchten wir die Biosidbildung in Gegenwart von sublimiertem Eisen- 
chlorid nochmals naher. Diese Reaktion bietet in manchen Fallen besondere 
Vorteile, da man sich die Oberfiihrung der Acetyl verbindungen in die 
Aceto-halogenverbindungen erspart und dadurch in wenigen Operiitionen 
zum Ziel gelangen kann (j6). 

Die Versuche wurden meistens mit log Oktaacetyhcellobiose ausgefuhrt, die 
in 75 ccm alkoholfreiem Chloroform gelost wurden. Zu dieser Ldsung setzten wir 
die gewogenen Mengen von absolutem Alkohol sowie sublimiertes Eisenchlorid 
zu und kochten die Ldsung in einem mit Chlorcalciumrohr verschlossenen Apparat 
I Stunde am RiickfluBkiihler. Dann wurde die Ldsung 4 —smal mit Wasser ge- 
waschen, getrocknet, mit Kohle geklkrt, das Filtrat unter vermmdertem Druck 
verdampft, mit Alkohol wiederum mehrmals abgedampft und der Riickstand schlieB- 
lich 2mal aus heiBem Alkohol umkristallisiert. 

Aus den Ergebnissen von* vielen Versuchen geht deutlich hervor, 
daB bei Anwendung von weniger als i Mol. Ferrichlorid auf i Mol. Okta- 
acetyl-cellobiose die Biosidbildung in Gegenwart eines 50%igen Cber- 
schusses an Athylalkohol schlecht verliuft, weil dabei viel Oktaacetyl- 
cellobiose unverandert bleibt, weshalb die isoUerten Produkte ein hohes 
Reduktionsvermogen aufweisen. 

Nach Erreichung der Ferrichloridmenge von i Mol. tritt die <x-Biosid- 
bildung sprungartig in den Vordergrund. Bei Anwendung von i Mol. 
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Ferrichlorid erhalt man die besten Ausbeuten (rund 20% d. Th.) an 
<5c-Athy]-heptaacetyI-celIobiosid. Eine Erhbhung dieser Ausbeute war 
uns bisher nicht moglich, weil bei der Reaktion eine erhebliche Desacety- 
liening des primar gebildeten Cellobiosids vonstatten geht und viel 
Substanz in den Mutterlaugen der beiden Kristallisationen, in der alko- 
holischen Losungverbleibt. Die desacetylierende Wirkung des Eisenchlorids 
zeigt sich noch deutlicher bei weiterer Erhohung der Ferrichloridmenge, 
wodurch die Ausbeute an a-Heptaacetyl-athyl-cellobiosid sinkt, ohne 
daB die Qualitat der isoliertcn Substanz sich verschlechtert. In ver- 
schiedenen Versuchen wurden die alkoholischen Mutterlaugen im Vacuum 
verdampft und re-acetyliert. Dabei wurden groBe Mengen (33~45% d. Th.) 
an Heptaacetyl-athyl-cellobiosid gewonnen, das aber optisch nicht mehr 
rein war ([^]d in Chloroform — + 37—46ein Zeichen, daB auch die 
)^“Form des Hef)taacctyl-athyl*cellobiosids in den Mutterlaugen vorhandcn 
ist. Die Cellobiosidbildung ist bei der Reaktion erheblich, an Reinprodukt 
ist jedoch nur wenig isolierbar. Beriicksichtigt man aber, daB iiber die 
Aceto 4 )romcellobiose mit Hilfe von Quecksilberacetat im besten Fall 
i<S% d. Th. an a-Heptaacetyl-athyl-cellobiosid zu gewinnen sind, (falls 
man die Ausbeute auf die Oktaacetyl-cellobiose umrechnet und die Ver- 
luste bei der Darstellung der Acetobrom-cellobiose mitkalkuliert), so 
ersielit man, daB die Methode eigentlich der^eit doch die bequemste, 
ergiebigste und kiirzeste ist. 

Wir versuchten dann, die Desacetylicrung durch Abkiirzen der 
Kochzeit bei der Reaktion zu verhindern, aber man erhalt, nach 
digem Kochen nocli sehr stark reduzierende Produkte, die viel unvcr- 
anderte Oktaacetyl-cellobiose enthalten. 

Man kann die Reaktion auch in Benzollosung aiisfuhren, jedoch ist 
die Ausbeute schlecht (10% d. Th.), weil die Oktaacetyl-cellobiose in 
Benzol schwer loslich ist, deshalb wahrend des istiindigen Erwarmens 
teilweise ungelost bleibt und eine starke Verharzung erleidet. 

Die Menge des Athylalkohols ist von entscheidendem EinfluB auf die 
Cellobiosidbildung; sie erreicht das Optimum bei einem Athylalkohol- 
uberschuB von 20—50%. GroBe Alkoholmengen verursachen keine Ver- 
schiebung der Biosidbildung in der Richtung der / 5 -Form, sondem ver- 
hindern einfach die Reaktion. 

Nimmt man als Losungsmittel wasserfreies Aceton, so kann keine Cello¬ 
biosidbildung beobachtet werden. Ebenfalls negative Ergebnisse wurden er- 
halten, als wir, statt Ferrichlorid zuzusetzen, die Reaktion in Gegenwart von 
Quecksilberchlorid, Zinkchlorid oder Chrom(III)-chlorid ausftihren woilten. 

Wird statt Athylalkohol Isopropylalkohol verwendet, so geht die 
Reaktion mit einer Ausbeute von 24% vonstatten und das gewonnene 
a-Heptaacetyl-isopropyl-cellobiosid ist rein. Mit Methylalkohol sowie mit 
tert. Butylalkohol konnte bisher keine Biosidbildung beobachtet werden. 

Fortschritte d. Chem. org. Naturst. I. 2 



i8 


G. Zempli^m 


VII. Phenol-glykosid- bzw. Phenol-biosid-synthesen 
nach Helpbrich, mit HUfe von Zinkchlorid bzw. 
p-Toluol-sulfonsdure ( 37 ). 

Diese Synthese beruht auf der Beobachtung, daB die Acetate der 
reduzierenden Zucker sich mit Phenolen bei maBiger Temperatur ziemlich 
rasch, unter der Einwirkung saurer Kataiysatoren, zu acetylierten Phenol- 
glykosiden und Essigsaure umsetzen. 

Die Reaktion ist von sehr allgemeiner Anwendbarkeit. Sterisch ver- 
lauft sie am reduzierenden Kohlenstoffatom nicht einheitlich. Es ent- 
stehen wohl stets nebeneinander und /^-Formen, die dann in geeigneter 
Weise getrennt werden mussen. Haufig iiberwiegt die eine Form aber so 
stark, daB diese Trennung keine Schwierigkeiten macht. Deutlich beein- 
fluBt die Natur des Zuckers und des Phenols die sterische Richtung. Bei 
o-substituierten Phenolen erscheint die Neigung zur Bildung von i,2'-cis- 
Verbindungen (wie z. B. ^x-Glykosiden) als besonders gering. Wenig 
EinfluB, haufig gar keinen, scheint die Wahl zwischen oc- und )8-Acetaten 
als Ausgangsmaterial zu haben. Besonders wichtig und erfreulich ist es, 
daB durch die Bedingungen der Kondensation, vielleicht durch die Menge 
des Phenols, jedenfalls durch die Art und Menge des Katalysators, die 
Reaktion vorwiegend in der einen oder anderen Richtung sterisch be- 
einfluBt werden kann. Das ist ein Hinweis dafiir, daB bei der Reaktion 
die Bildung von Komplexverbindungen eine entscheidende Rolle spielt. 
So laBt sich aus Pentaacetyl-d-glucose (at oder /?) bei Verwendung von 
Chlorzink vorwiegend das Acetat des Phenol-(x-d-glykosids, bei Verwendung 
von p-Toluol-stdfonsdure das Phenol-^-d-glykosid-acetat ohne Schwierigkeit 
isolieren, wie dies folgende Beispiele beweisen: 

Darstellung von Tetraacetyl-a-phenol-g^lykosid. 50 g jJ-Pentaacetyl-d-gly- 
kose (i Mol.) werden mit 46 g Phenol (4 Mol.) und 12,5 g Chlorzink in einem Bad 
von 125—130° unter dauerndem, kr&ftigem Rtthren 45 Minuten erhitzt. Die dunkle, 
nach Essigskure riechende Schmelze wird nach dem Erkalten mit etwa 300 ccm 
Benzol aufgenommen, die Ldsung mit Wasser, dann mehrfach mit Natronlauge 
und wieder mit Wasser gewaschen, mit Chlorcalcium getrocknet und nach dem 
Klkren mit Kohle zur Trockne verdampft. Der schon meist kristalline Ruckstand 
wird durch zmaliges Umkristallisieren aus 40 ccm absolutem Alkohol rein erhalten. 
Ausbeute 13,3 g {25% d. Th.); Schmelzp. 114—115°; [(x]^ = + 168® in Chloroform. 

Darstellung von Tetraacetyl-/3-phenol-d-glyko8id. 292 g Phenol (4 Mol.) 
werden mit 3,9 g p-Toluol*sulfons&ure auf dem Wasserbade zusammengeschmolzen 
und nach Zugabe von 300 g (i Mol.) iJ-Pentaacetyl-d-glykose i^/j Stunden unter 
krkftigem mechanischem RUhren auf dem siedenden Wasserbade erhitzt. Die Auf- 
afbeitung geschieht, wie bei Tetr<iacetyl-o(.-phenol-d-glykosid beschrieben. Das Roh- 
produkt wird aus etwa 1 1 Alkohol umkristallisiert. Ausbeute 139g (42% d. Th.); 
Schmelzp. 124—125®; = — 71® in Chloroform. 

Es wurde eineganze Reihe von Katalysatoren ausprobiert. Alle erfolgrei- 
chen sind Sfturen, saure Salze oder Salze, diezu Komplexbildung neigen und 
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mit hydroxylhaltigen Substanzen saure Komplexe liefem. Am bequemsten 
haben sich bisher wasserfreies Chhrzink und p-ToluoUsulfonsdure erwiesen. 

Die Kondensation kann in der Schmelze oder im geeigneten Ldsungs- 
mittel ausgefiihrt werden. Die besten Bedingungen, besonders auch der Tern- 
peratur und Zeitdauer, sind je nach dem Ausgangsmaterial verschieden. Die 
Ausbeuten wechseln bei den verschiedenen Objekten zwischen 20 und 80%. 

Das Verfahren macht eine grofie Zahl von Phenol-glykosiden einfacher, 
rascher und billiger zuganglich als nach den bisherigen Methoden. Dies 
gilt besonders fiir die a-Derivate, die meist nur miihselig, zum Teil iiber- 
haupt nicht herstellbar waren. 

Fiir Pentosen seien als Beispieleerwahnt: Die Darstellung von Triacetyl- 
phenol-fi-d-xylosid (jS), Triacetyl-o-kresol-^-d-xylosid (jp), Triacetyl-o-kre- 
sol-oc-l-arabinosid {40). 

Fiir Hexosen seien als Beispiele angefiihrt: Die Darstellung von Tetra- 
»acetyl-phenol-a-d-glykosid (sy), Tetraacetyl-phenol-p-d-glykosid, Tetraacetyl- 
(fi-naphiol)-fi-d-glykosid, Tetraacetyl-[oc-naphtoiyfi-d-glycosid, Tetraacetyl- 
methyl-arhutin^ Tetraacetyl-guajacoUp-d-glycosid (sy), Tetraacetyl-o-kresol- 
a-d-glykosid, woraus durch Bromierung .und Bromabspaltung mit Silber- 
carbonat in w^Brigem Aceton bzw. Desacetylierung das oc-Salicin als 
amorphes, hygroskopisches Pulver zu erhalten war (41). 


CH, 


H~c—O- 

l\__ 




Br—CH, 


:> 


H- 


-O—t 


\_ 


:> 


H—C—O-^OC CH, I 


H—C—O—OC-CH, I 


Br, 


-C- 

I 


-H 


CH,CO— 


O - ~ 


Ag|COj 


H- 


-O—OCCH, 


H-C~ 


H—C—O—OCCHj 


H—C- 


+ wasser- 
haltiges 
Aceton 


CH 


OCCH3 
Tctraacetyl*o*kresol-(X-d-glykosid. 


CH, 

Tetraacctyl-[ci;-brom-o-kresolJ*«-d-glykoMd. 

HO—CH,^ 


H—C—O— 

1 \. 

H—C—OH 


\ 

\_ 


;> 


HO—C—H 


H—C—OH 


H 


C- 

I 

CH,—OH 

A-Salicin. 


8* 





G. Zempl6n 


Durch Verschmelzen von Brenzcatechin mit Pentaacetylglykose in 
Gegenwart von p-Toluolsulfonsaure konnte Tetraacetyl-brenzcatechin-fi-d- 
glykosid dargestellt werden, daraus durch Verseifung das freie Glykosid. 
welches infolge seiner freien Phenolgrupp>e sich mit Diazoverbindungen 
kupj^eln lieB {43). Femer konnte Tetraacetyl-brenzcatechin-^-d-glykosid 
durch Kupplung mit Acetobrom-glykose in Brenzcatechin-octaacetyl-bis-d- 
glykopyranosid(p,p) iiberfiihrt werden (44), Hydrochinon gab durch 
Verschmelzen mit /^-Pentaacetylglykose und p-Toluolsulfonsaure Hydro- 
chinon-octaacetyl-bis-d-glykopyranosid {44). 

Weitere Beispiele sind Tetraacetyl-phenol-oc-d-galaktosid, Tetraacetyl- 
fi-d-galaktosid, Tetraacetyl~o-kresol-P-d~galaktosid. 

Aus /S-Pentaacetyl-d-mannose, Phenol und Chlorzink entstand vor- 
wiegend Tetraacetyl-fi-phenol-d-mannosid (^5). 

Weitere Beispiele sind Teiraacetyl-phenol-P-d-fructosid (42) und Tetra- 
acetyl-o-kresol-p-d-fructosid [46). 

Fiir Bioside seien folgende Beispiele der Darstellung angefiihrt: 
Heptaacetyl-phenol-cK<ellobiosid (4y), Heptaacetyl-phenol-p-gentiobiosid {4y), 
Hepiaacetyl-phenol-(x-maitosid, Heptaacetyl-o-kresol-ix-nialtosidy daraus 
durch Bromierung und Austausch des Broms durch Hydroxyl: Hepta- 
acetyl-saligenm-oc-maliosid, Heptaacetyl-p-kresol-oc-maltosid usw. (48). 
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The Component Glycerides of Vegetable Fats. 

By T. P. Hilditch, Liverpool. 

With I Figure. 

Natural fats are mixtures (frequently complex mixtures) of mixed 
triglycerides. Simple triglycerides, such as triolein or tripalmitin, are 
rarely present in quantity unless one particular fatty acid happens to 
form a very large proportion of the total fatty acids of a natural fat. 
This characteristic feature has been generally appreciated only within 
comparatively recent years, owing to the practical difficulties of experi¬ 
mental attack by either physical or chemical methods. It is now possible, 
nevertheless, to indicate the glyceride structure of many fats which have 
been the object of recent investigation, and in a number of cases to state, 
at least approximately, the proportions and nature of the chief mixed 
glycerides present. This is especially true of the seed fats of many plants 
and for this reason, and also because a survey of the glyceride structure 
of fats from all natural sources forms too wide a subject to be dealt with 
in' a single review, seed and fruit-coat (pericarp, etc.) fats have been 
selected for consideration in this communication. Moreover, seed fats 
display particularly well the marked tendency in nature for the elaboration 
of triglycerides in which the fatty acids are distributed as widely and 
evenly as possible amongst the molecules of glycerol. 

The natural fats, of course, lend themselves to examination in two 
ways: not only may we consider the individual mixed triglycerides, but 
the composition of the whole of the fatty acids in combination in the 
glycerides may be examined separately. As a matter of fact, considerably 
more information is available as to the proportions of the component 
acids of a wide variety of natural fats than with regard to the component 
glycerides therein present. So far as component fatty acids are concerned, 
it has been established that, in both vegetable and animal kingdoms, 
fats from species which have morphological or anatomical relationships 
very frequently display similarities in the kinds, and even in the pro¬ 
portions, of the different fatty acids which may be present [Hilditch (29)]. 
It has been pointed out by Hilditch and Lovern (36) that a progressive 
change in the character of the mixed acids from natural fats follows. 
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to a marked extent, the evolutionary development uf plant and animal 
species. In the seed fats of land plants this parallelism is particularly 
prominent; in many cases the occurrence of a specific fatty acid as an 
important component is almost wholly confined to members of the same 
botanical family (e. g., petroselinic acid in the Umbelliferae), or to those 
of only a few families (e. g., stearic acid), while in some others only 
species of a particular genus seem to give rise to a special fatty acid (e. g., 
ricinoleic acid in Ricinus sp.) in their seed fats. It should perhaps be 
added that, in nearly all fruit fats, oleic, palmitic and usually linoleic 
acids are to be found, frequently in important proportions. Practically 
all fruit-coat fats, and many seed fats, contain only these three acids as 
major components, their individual proportions of course var5dng within 
wide limits; but in many other seed fats, as has just been mentioned, 
another specific acid may also be present in quantity (e. g., la uric, 
myristic, stearic, arachidic in the saturated series, or petroselinic, lin- 
olenic, elaeostearic, erucic, ricinoleic, tariric, chaulmoogric, etc., in the 
unsaturated series of acids). 

As regards the triglycerides themselves, however, this specificity is 
absent, and the mode of distribution of the fatty acids amongst the 
molecules of the latter is almost wholly and strikingly independent of the 
nature of the individual acids. This statement applies, not only to vegetable 
seed fats, but throughout nature, so far as our present knowledge takes us ; 
and it appears important to stress this fundamental distinction. 

I. Attempts to Isolate Individual Triglycerides from 
Fats by Crystallisation. 

Following these general introductory remarks, it is next proposed 
to review briefly the earlier, mainly qualitative, investigations which 
gradually led to the conclusion that mixed triglycerides are the rule, rather 
than the exception, in seed fats, a conclusion which has since been sub¬ 
stantiated by the results of studies of a more quantitative character. 

Although Berthelot (5) pointed out in i860 the possibility of the 
existence of mixed triglycerides in natural fats, it is curious that the 
tacit assumption that they must necessarily be mixtures of simple tri¬ 
glycerides—tripalmitin, triolein, etc.—has persisted so long, and is still 
occasionally encountered in otherwise well-informed text books on organic 
chemistry. In 1899 Henriques and Kunne (28) repeated the work of 
Heise {26) who, two years previously, had stated that he had obtained 
considerable amounts of an oleodistearin by simple crystallisation of the 
seed fat of AUanhlackia sti^hlmannii from suitable solvents. Henriques 
and Kunne {28) regarded this as "unusuar'; at the present time it would 
appear very unusual if a seed fat which, like that of A, stuhlmannii. 




T. P. Hilditch 


26 


contains about 52% of stearic and 45% of oleic as its component acids, 
did not consist to a large extent of oleodistearin. In ^1901 Holde and 
Stance (52) separated a solid glyceride fraction from olive oil by crystalli¬ 
sation from ether-alcohol at -40° and showed that it contained both 
palmitic and oleic acids in the approximate ratio of 2:1. (As we now 
know that olive oil contains about 2% of tripalmitin, the other components 
of this fraction must have been largely palmitodiolein with some oleo- 
dipalmitin.) This is the first recorded experimental evidence showing 
that olive oil is not, as is sometimes still stated, substantially triolein. 

Fractional crystallisation from simple organic solvents of solid vege¬ 
table fats such as cacao butter was attempted by several workers in the 
early years of the present century. FriTzweiler {24) thus succeeded in 
isolating about 6% of oleodistearin from cacao butter in 1902, whilst 
Klimont (5 J-5^) similarly obtained small yields of oleodistearin, oleo- 
dipalmitin and oleopalmitostearin from cacao butter, Borneo tallow and 
Stillingia tallow. Klimont deduced that triolein was not present in 
appreciable amounts in any of these fats, and ascribed their characteristic 
texture and other physical properties to the presence of considerable 
proportions in each case of oleodistearin and oleodipalmitin. 

Bomer, with Baumann (6) and Schneider (7) studied coconut and 
palm kernel oils, the acids in which consist largely of lauric (Cj^) with 
some capric (Cjo) and caprylic (Cg) acids. Before proceeding to fractional 
crystallisation, these oils were partially separated by distillation in the 
vacuum of the cathode light, which Caldwell and Hurtley (jj) had 
already shown to lead in this case to a partial separation of the triglycerides 
of lowest molecular weight. In spite of many hundreds of separate 
crystallisations, BSmer did not obtain any trilaurin in either case, the 
only definite glycerides isolated including dilauromyristin, laurodimyristin 
and dimyristopalmitin. On the other hand, BOmer and Ebach (S) showed 
some years later that, when trilaurin or trimyristin is present in ap¬ 
preciable amounts in a fat, isolation by their crystallisation procedure 
presents no difficulty; for they obtained about 30% of trilaurin from the 
seed fat of Laurus nohilis and about 40% of trimyristin from nutmeg butter. 

The evidence obtained from simple fractional crystallisation, up to 
this point, therefore points clearly to the absence of simple triglycerides 
from any of the fats mentioned above, with the exception of laurel oil 
and nutmeg butter. 

II. Crystallisation of Hydrogenated or Brominated Fats. 

Other workers, however, have similarly attempted the resolution of 
fats into their components after the fats have been modified by chemical 
treatment. In 1920 Amberger (i) showed that completely hydrogenated 
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rape oil was a mixture of stearobehenins (from oleo- or linoleo-erucins) 
and that it contained no detectable quantity of either tristearin or tri- 
behenin; in 1924 he made a similar study (2) of hydrogenated cacao butter 
and confirmed Klimont's conclusion ( 5 J- 55 ) that it was made up largely 
of oleopalmitostearin and oleodistearin. Bomer and Engel (9) carried 
out a similar examination of hydrogenated chaulmoogra oil. 

Some of the more unsaturated seed fats, the components of which 
are of course mainly liquid at room temperature, have been converted 
into their bromo-additive products, which have then been submitted to 
crystallisation from appropriate solvents. Thus, in 1927, Eibner al. (22) 
isolated crystalline bromo-additive products of linoleo-dilinolenin and of 
oleodilinolenin from linseed oil, while Suzuki and Yokoyama (60) ob¬ 
tained in addition from linseed oil the bromo-additive products of a 
dilinoleo-linolenin, two dioleolinoleins, and an oleodilinolein. The latter 
investigators similarly recorded, in the case of soya bean oil, evidence 
of dilinoleolinolenin, linoleodilinolenin, oleodilinolenin, dioleolinolein and 
oleolinoleostearin. There was no evidence, in either of these oils, of the 
formation of the bromo-adduct of a simple tri-unsaturated glyceride such 
as trilinolein or triolein. 

The whole of the investigations referred to above were based essenti¬ 
ally upon attempted separation of triglycerides by the physical method 
of crystallisation; the results obtained were almost wholly qualitative 
in character, and only in a few instances led to even an approximate 
statement of the proportion of any individual mixed triglyceride present 
in a fat. Nevertheless they are in themselves sufficient to demonstrate 
conclusively the generalisation that seed fats are mixtures of mixed 
triglycerides, and that the occurrence of simple triglycerides is 
quite exceptional. 


III. Quantitative Studies of the Component Glycerides 

in Natural Pats. 

Since about 1927 more definitely chemical methods of attack on the 
problem of glyceride structure have been devised, and these lend them¬ 
selves to more quantitative treatment as regards the amoimt of the 
different, component glycerides present. These methods, which have been 
developed at the University of Liverpool by the writer and his colla¬ 
borators, have evolved somewhat as follows: 

L Determination of the proportion of fully-saturated glycerides 
present in natural fats. 

II. Determination of the tri-unsaturated glycerides (oleic -f linolcic, 
etc.) in liquid fats: 
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(a) by estimation of the tristearin content of the completely hydro¬ 
genated fat; 

[h) by study of the glyceride composition of the fat after hydro¬ 
genation to var5dng extent. 

III. More detailed examination of the component glycerides in solid 
seed fats by separating the latter into fractions varying in solubility in 
acetone, each fraction being examined separately for its fatty acid com¬ 
position, fully-saturated glyceride content, content of tri-unsaturated Cjg 
acids, etc. 

Method I has led to full confirmation of the tendency to mixed 
glyceride formation revealed by the physical studies of previous investi¬ 
gators [v. aupra), and to the generalisation that the fatty acids are distri¬ 
buted in general remarkably evenly and widely amongst the glycerol molecules. 
In the liquid fats in which oleic and other unsaturated acids predominate, 
the absence of fully-saturated glycerides merely establishes one aspect 
of this “even distribution"', but the application of methods II (a) or (b) 
to these cases has shown that the proportion of tri-unsaturated Ci8 giy- 
cerides is uniformly much closer to the lowest possible than to the highest 
possible values (calculated from the fatty acid compositions), thus again 
establishing a maximum degree of association between saturated and 
unsaturated acids in the form of mixed saturated-unsaturated tri¬ 
glycerides. Finally, the preliminary resolution of some of the simpler 
solid seed fats by crystallisation from acetone at o° into fractions in 
which feither the mono-oleo-disaturated or the dioleo-monosaturated 
glycerides respectively predominate (method III) has permitted detailed 
quantitative statements to be given for the proportions of at least the 
major component mixed glycerides present. The compositions thus 
arrived at experimentally ar,e in fair agreement with those which cafi be 
deduced from certain simj^le arithmetical considerations from the com¬ 
positions of the total fatty acids in these fats, and it would appear that, 
so long a^ a fat containing only three or four major component acids 
is known to be assembled on the lines of What has been termed ''even 
distribution'', the proportions of the chief mixed glycerides present may 
be capable of prediction within approximate limits without recourse to 
the lengthy experimental determination of its glyceride structure. 

Determination of the Fully-saturated Glyceride Content of a Pat. 

In 1927 Hilditch and Lea (j5 ) showed that when a fat is oxidised 
in acetone solution with powdered potassium permanganate, all glycerides 
containing One or more unsaturated acyl radicals are ultimately conver¬ 
ted into the corresponding azelao-glycerides (in the case of oleo-, linoleo-, 
linoleno- or elaeostearo-glycerides), whilst the completely saturated 
glycerides remain unattacked. If the possible combinations of glycerol 
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with a saturated fatty acid and an unsaturated (e. g. oleic) 

acid CO^H”) be considered, it will be seen that the following pro- 


ducts may arise: 

Original glyceride 

Glyceride product of oxidatior; 

Fully-saturated . 

. C,H,(OCO-S), 

C,H5(0-C0-S), 

Mono-oleo-derivativc . . 

^(O-CO-S), 

(O-CO-U) 

/(O-CO-S), 

CsHsf 


,(0-C0-S) 

(O-C0*S) 

Dioleo-derivative. 


C3H5; 


^(OCO-U), 

(O-COiCHjj^-COaH)^ 

Triolein. 

. C,H,{0-C0-U)3 



The acid azelaic glycerides usually form a complex mixture which 
is somewhat difficult to separate from the unchanged fully-saturated 
glycerides, because the alkali salts of the azelao glycerides are very 
strong emulsifying agents (especially those of the monoazelao-derivatives, 
which in addition are soluble in ether as well as in water). By taking 
suitable precautions during the removal of the acid azelao-glycerides by 
washing with alkali it is, howev^er, quite possible to recover quantitatively 
the unchanged fully-saturated glycerides. 

If the component gl3^cerides of a fat are considered with respect to 
the two groups of fatt\^ acids, saturated ( 5 ) and unsaturated {U), it is 
evident that the following t^^pes of triglyceride (G -- glyceryl residue) 
may be present; 

GS3, GS^U, (iSUg, GU3. 

The proportion of fully-saturated glycerides (GS3) having been 
ascertained, three possible group components remain to be estimated. 
If the component acids of the original fat and of the fully-saturated 
portion are known, the amounts of various saturated acids linked in 
mixed glycerides with un.saturated acids can be deduced; the molecular 
proportion (conveniently termed the association ratio*') of saturated 
to unsaturated acids in the mixed saturated-unsaturated glycerides 
can therefore be determined. The ‘‘association ratio’' of saturated to 
unsaturated acids in this non-fully-saturated portion of the fat permits 
the proportions of any two of the groups GSgU, GSUg, GU3 to be 
calculated if one of them is absent or its amount known; or, alternatively, 
indicates limiting values between which the content of each of these 
groups must lie. 

In the communication referred to, Hilditch and Lea (j5) stated 
that cottonseed oil, with 25% of saturated acids in its total fatty acidcs, 
contained negligible amounts of fully-saturated glycerides; and that the 
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respective fully-saturated glyceride contents of cacao butter and a speci¬ 
men of mutton tallow were 2% and 26%, although their component 
fatty acids were very similar, namely, about 25% palmitic, 35% stearic 
and 40% oleic (including 1-2% of linoleic) acids. 

The much higher content of fully-saturated components (relative to the pro¬ 
portion of saturated acids in the total acids of the whole fat) in the case of the sheep 



Saturated acids in total acids—mol. %. 

Figure I. Fully-saturated glycerides in vegetable fats. 


depot fat was subsequently found to be characteristic for the depot fats, 
and also for the milk fats, of most of the common herbivorous mammals (oxen, 
buffalo, sheep, pigs, goats). These represent special cases of glyceride struc¬ 
ture which form a distinct group by themselves, and cannot be copsidered within 
the limits of the present re view.^ It may, however, be pointed out that they represent 
a particular development of the general lines of glyceride structure illustrated in the 

^ References to communications dealing with animal fats of this kind will be 
found in the bibliography under Banks and Hilditch (j, 4), Hilditch and Longen- 
ECKER (J7, 38), Hilditch and Paul (40), Hilditch and Sleightholme {45), Hil¬ 
ditch and Stainsby {47), Hilditch and Thompson (50). 
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present communication, and not in any sense a contradiction to the case of vegetable 
fruit fats. For instance, in spite of the frequently high proportion of fully-saturated 
glycerides, the latter are almost wholly still of the mixed type, e. g., palmitostearins, 
and simple triglycerides such as tripalmitin or tristearin are almost completely 
absent. 

Similar studies of coconut and palm kernel oils, and of other seed fats 
of high total saturated acid content, were next made by Collin and 
Hilditch (17, 18); out of a total number of eleven seed fats examined, 
all but two^ conformed with the “rule of even distribution” in that 
fully-saturated glycerides did not appear in quantity unless the proportion 
of saturated acids in the total fatty acids exceeded about 60-65%. Since 
then, the fully-saturated glyceride contents of many other seed and 
fruit-coat fats have been determined, and no further marked exceptions 
to the general rule enunciated have been found. The results of these 
studies are expressed graphically in Figure i, and a summary of the 
quantitative data on which the graph is based is given in Table i. 


Table i 


Number on Tig. 1 

Species 

Fat 

Saturat¬ 
ed 
acids 
in total 
fatty 
acids 

(mol.) 

Fully-saturated 

glycerides 

«/o 

“Association 
ratio”* in 
mixed satur* 
atod-unsat- 
urated gly¬ 
cerides 

1 

Cocos nucifera 

Seed fats 

Coconut oil. 

93.9 

86 

1.3—1.4 

2 

Cocos nucifera 

Coconut oil. 

92,9 

«4 

1.4 

3 1 Irvingia Barteri 

Dika fat. 

91.7 

81 

1.3 

4 

Manicaria saccifera 

— 

91,6 

; 

1,2 

5 

Myristica fragrans 

Nutmeg butter ... 

90,2 

i 73 

1,6 

6 

Astrocaryum Tucuma 

Tucuma fat. 

88,0 

73 

1.25 

7 

Acrocomia sclero- 
carpa 

Gru-gru fat. 

86,3 

69 i 

1.3 

8 

Elaeis guineensis 

Palm kernel oil.... 

85.3 

66 

1.3—1.4 

9 

Shorea stenoptera 

Borneo tallow .... 

62,9 

5.1 

1,6 

10 

Shorea stenoptera 

Borneo tallow ....' 

62,8 

4.5 

1.5 

II 

Madhuca butyracea 

Phulwara butter .. 

02,4 

8 j 

1.4 

12 

Palaquium oblongi- 
folium 

Taban Merah fat .. 

60.2 

1 

1.5 


1 The exceptions were the seed fats of Laurus nobilis and Myristica malabarica. 
The latter is also exceptional in its content of resin acids, some of which appear to 
be in combination with glycerol. In laurel oil, the abnormally high quantity of fully- 
saturated components is substantially trilaurin, and the remainder of the acids pre¬ 
sent (chiefly palmitic and pleic) appear to be ‘‘evenly distributed” in the usual 
manner. 

* ,,Association ratio**: Mols. saturated acid associated with one mol. unsaturated 
acid in mixed saturated-unsaturated glycerides. 
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CorUinuation of the table i. 


X 

5 

k, 

5 

Z 

1 

Spet'its 

Fat 

Satur¬ 
ated 
acids 
in total 
fatty 
acids 

(mol.) 

Fully-saturated 
glycerides 
®/o (mol.) 

“Association 
ratio’in 
mixed satur* 
ated-unsat- 
.urated gly¬ 
cerides 


j Thcohroma caiao 

Cacao butter ..... 

59.8 

2.5 

i.4 

M 

! Myrisiua malabarica 


59.2 

10 

1,0 

15 

M yristica malabarica 


5f>.2 

j 16 

1,0 

lO 

Laurus nobihs 

Laurel kernel .... 

'58.5 

1 40.5 

0.4 

17 

Allanblackia Stuhl- 



! 



mannii 

Mkanwi fat. 

55.b 

X.5 

1.2 

iS 

; Nephflium mutahilc 

Pulasan fat. 

55.3 

1 x.5 

1.2 

10 

! See footnote 2 


53.4 

i 1,8 

I, I 

lO 

Caryocar villosum 

Piqui-a. 

53. f 

1 2.5 

j 1.1 

21 

Pentadesma butyracea 

— 

51.0 

3 

' 1,0 

22 

Nephelium lappaceum 

Rainbutan fat.... 

40.0 

1 

1 L 4 

i 

1 0,0 

23 Butyrospermiim 






1 Par Hi 

Shea fat. 

4<'>.3 

4.5 

; 0,8 

24 

j Buiyrospermum 






I Parkii 

Shea fat. 

45. f 

1 ^5 

I 0.8 

25 

Madhuca latifoUa 

Mowrah fat. 

43.4 

1.2 

j 0,8 

20 

Schleicher a trijuga 

Kusum fat.. 

1 34.^> ' 

! I—2 

i 0,0 

27 

Gossypium hirsutum 

Cottonseed oil .... 

1 27.3 

less than 1 

0,3 

28 

Arachis hypogaea 

Ground nut oil. .. 

15.5 

less than i 

i 0-2 

20 

Sesamum indicum 

Sesame oil. 

14.9 

less than i 

0,2 

3« 

Thea sinensis 

Teaseed oil . 

J0,0 1 

less than i 

0, 1 

1 

Brassica campestris 

Rape oil. 

3.f> 1 

less than i j 




Fruit-coat fats 



a 

SHllingia sehifera 

Stillingia tallow ... 

72.5 

28,4 

1.6 

b 

Stillingia sehifera 

Stillingia tallow ... 

68,4 

23.9 

L4 

C j 

Elaeis guineensis 

Palm oil, Belgian 






Congo . 

50,9 

10,3 

0.8 

d 

Elaeis guineensis 

Palm oil, Belgian 






Congo . 

40.6 

6.5 

0,8 

e 

Elaeis guineensis 

Palm oil, Malay ... 

40.2 

9.5 

0,8 

f 

Elaeis guineensis 

Palm oil, Came- 




i 


roons . 

40,1 

8.3 

0,8 

R 

Elaeis guineensis 

Palm oil, Drewin .. 

46.6 

7.4 

0.7 

^ I 

Elaeis guineensis 

Palm oil, Cape 






Palmas. 

41.5 

3.4 

oj 

i 

Caryocar villosum 

Piqui-a Pericarp .. 

45.<> 

2.3 

0,8 

j 

See footnote 2 

Pericarp. 

38,7 

I 

0,6 

k 

Laurus nobilis 

Laurel berry. 

25.4 

3 

0,3 

1 

Olea europaea 

Olive oil. 

13.8 

2 

0,1 


1 ,,Association ratio**'. Mols. saturated acid associated with one mol. unsaturated 
acid in mixed saturated-unsaturated glycerides. 

^ Species of uncertain identity, probably belonging to Dipterocarpaceae. 
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It will be seen from Figure i and Table i that, until the saturated 
acids in a seed fat amount to about 6o% of the total fatty acids, the pro¬ 
portion of fully-saturated triglycerides is insignificant. It so happens 
that there are few seed fats in which saturated acids form between 
6o% and 8o% of the total fatty acids, but eight examples have been 
studied in which these form from 85% to 94% of the total acids. In each 
of these cases the proportion of fully-saturated glycerides is large, but at 
the same time it is such that the molar ratio of saturated to unsaturated 
acids in the mixed saturated-unsaturated part of the fat is approximately 
constant at about 1,3 or 1,4 to i. In other words, in the mixed saturated- 
unsaturated glycerides the saturated acids amount to nearly 60%, or 
slightly less, of the mixed fatty acids present in this part of the fat. In 
Figure i, the broken line represents the relationship between the fully- 
saturated glyceride content and the proportion of saturated to unsaturated 
acids in the whole fat which would obtain if the acids were distributed 
(when the proportion of saturated acids exceeds about 58%) so that as 
great an amount as possible of the triglycerides contained an average 
proportion of 1,4 mols. of saturated to i mol. of unsaturated acid in 
combination, the excess above this ratio of saturated acids appearing, 
of course, in the form of fully-saturated triglycerides. (This ratio corre¬ 
sponds with a mixture of about 3-4 mols. of mono-unsaturated-disaturated 
glycerides with i mol. of di-unsaturated-monosaturated glycerides.) 

The general regularity with which the experimental findings approximate 
to this relationship in the seed fats indicates the strikingly uniform manner 
in which the constituent acids are assembled in these natural triglycerides, 
and also illustrates very well the operation of what has come to be termed 
the ‘‘rule of even distribution"' in glyceride structure. 

In the fruit-coat (pericarp, etc.) fats the generalisation appears not 
to hold so completely as in the seed fats. In the fruit-coat or pericarp 
fats of Caryocar, Stillingia, and some other species, the data accord exactly 
with the *‘even distribution” rule, but in olive, laurel berry, and palm oils 
there is usually a somewhat higher content of fully-saturated triglycerides 
(in these cases tripalmitin, since palmitic forms almost the whole of the 
saturated acids present) than is consistent with the operation of this 
principle to the extent usually observed in the seed fats. On the other 
hand, as will be seen later, the remainder (i. e., the mixed saturated- 
unsaturated part) of these fats appears to be assembled on the usual 
lines. Relatively few examples of fruit-coat fats have yet been available 
for study, and it is hardly possible to say, on the evidence at present to 
hand, whether the strictly “evenly-distributed” type is more common, 
or not, in this group of vegetable fats. 

It has already been said that glyceride structure appears to be quite 
independent of the particular acids which are present. This is particularly 

Fortschritte d. Cfaeis. org. Naturst. I. 
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well shown by the seed fats quoted in Table i which contain from 43% to 
63% of saturated acids in the total fatty acids, and which also, it so 
happens, include several different saturated acids amongst their major 
component acids. It is therefore interesting to consider these fats in 
somewhat greater detail (Table 2). 


Table 2. 


Seed fat 

Component saturated acids 

Saturated 
acids in 
total acids 
% (mol.) 

Fully- 
saturat> 
ed gly¬ 
cerides 
in fat 

(mol.) 

Cu 

! 


c 1 

^*0 

Borneo tallow . 

_ 

19,5 

42,4 

1 

1,0 

62,9 

5.1 

Borneo tallow . 

1,8 

23.3 

37.5 

— 

62,8 

4.5 

Phulwara butter. 

1,6 

57.4 

3.4 

— 

62,4 

8 

Palaquium oblongifolium . 

0,2 

6,5 

53.5 


60,2 

1,8 

Cacao butter . 

— 

24.3 

35.5 

■— 

59.8 

2.5 

Allanblackia Stuhlmannii. 

— 

3.4 

52,2 

— 

55.6 

t.5 

Nepheliunt mutabile . 


3.3 

31.4 

20,6 

55>3 

1.5 

See footnote 2, p. 32 .... 

— 

11,7 

39.8 

x,9 

53.4 

1,8 

Caryocar villosum . 

1,6 

50.7 

0,8 

— 

53.1 

2.5 

Peniadesma butyracea ... 

— 

5.9 

45>7 

— 

51.6 

3 

Nepheliutn lappaceum ... 

— 

2.3 1 

14.2 

32.5 

49.0 

1.4 

Shea butter. 

— 1 

6,3 

40,0 j 

— 

46.3 

4.5 

Shea butter. 

— 

9.3 

35.4 j 

— 

45 A 

2,5 

Mowrah fat. 

— 

24.1 

10.^ 

— 

4^.4 

1.2 


In the group of fats illustrated in Table 2, the amount of fully-saturated 
glycerides is for the most part insignificant, irrespective of whether the 
43-“63% of saturated acids in the whole fat consist very largely of 
one acid (either palmitic or stearic), or of a mixture of t^'o saturated acids 
in quantity (either palmitic and stearic, or stearic and arachidic). 

Similarly, of the fats numbered i-8 in Table i (which conform to the same 
generalisation, since their fully-saturated glycerides represent the satur¬ 
ated fatty acids in excess of the amount necessary to give the approxi¬ 
mately constant ratio of about i,4mols. of saturated per mol. of unsatur¬ 
ated acids combined together as mixed glycerides), the predominating 
saturated acids are lauric (45-50%) and myristic (about 20%) in the 
Palmae seed fats (nos. i, 2,4, 6, 7, 8), myristic acid (about 75%) in nutmeg 
fat, and myristic and palmitic in dika fat. 

The Glyceride Structure of Seed Fats in which Oleic and Linoleic 
Acids are the Chief Component Acids. 

There are,* of course, a very large number of liquid seed fats in which 
the amount of saturated acids is relatively small. In these cases (of which 
the fats numbered 26-31 in Table i are typical instances) fully-saturated 
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glycerides are practically absent or, at least, present in exceedingly small 
proportions. Whilst this indicates the usual tendency towards "‘even 
distribution"’ in so far as the minor amounts of saturated acids in these 
liquid fats are thereby shown to be almost wholly present in the form of 
mixed saturated-unsaturated triglycerides, it does not furnish very much 
direct information as to the composition of the latter. Other methods 
must therefore be devised for this purpose. The isolation of various 
crystalline mixed glycerides formed by addition of bromine to unsaturated 
fats has, as already mentioned, served in the hands of Eibner (22, 23), 
Suzuki (60, 61) and their collaborators to give a qualitative demonstration 
of the presence of many mixed glycerides of oleic, linoleic, and linolenic 
or saturated acids in linseed oil and soya bean oil; but this procedure has 
so far not proved adaptable to even an approximately quantitative 
treatment. The writer and his co-workers have been able to put forward 
a certain amount of general quantitative evidence by investigating the 
mixture of glycerides produced from liquid seed fats when completely 
or partly hydrogenated. In all the instances studied the unsaturated acids 
of the fats belonged practically exclusively to the Cjg series (oleic, linoleic, 
linolenic), and of course hydrogenation methods (involving ultimately 
the determination of stearic glycerides) afford no evidence as to whether 
the unsaturated glycerides, finally determined in the form of stearic 
glycerides, were derived from oleic, linoleic or linolenic acids. 

Nevertheless, two independent experimental methods have been 
worked out which lead to an approximate estimate of the triglycerides 
present in such fats in which all three acyl groups are those of C^g acids. 
Consequently, just as in the more saturated fats it has proved possible 
to obtain quantitative evidence of the distribution of the saturated acids, 
as a class, in contradistinction to the unsaturated acids, so it was found 
feasible to determine, at all events approximately, the content of tri¬ 
glycerides wholly made up of acids in a number of liquid seed fats. 
Since the amount of stearic acid in the fats studied was extremely small, 
the results obtained represent, within near limits, the proportions of 
triglycerides made up wholly of unsaturated Cjg acids which are present. 

If X is the molar percentage of acids of the C^g series (almost entirely 
oleic and linoleic) in the total acids of a liquid seed fat of this type, and 
if 2 y is the molar percentage of the saturated, non- Qg acids,^ the pro¬ 
portion of mixed saturated-unsaturated glycerides must be either 3 y 
or 6 y (or between these limits), according as to whether there are two 
acyl groups of the non-C^g series associated with one of the (unsaturated) 
Cjg series, or vice versa. The amount of triglycerides wholly made up of Cjg 

^ Determination of the fully-saturated glycerides either shows the latter to 
be absent, or permits allowance to be made for the small proportion of saturated 
acids which may be present in this form. 
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acids (“tri-Cig glycerides”) must therefore lie between the limits of 
X-3 y and X - 6 y (mol. per cent, of the fat). Since, in the fats under 
consideration, the imsaturated Cig acids are greatly in excess of the satur¬ 
ated non-Ci8 acids, the principle of “even distribution” would result in 
the latter being mainly present as monosaturated-di-imsaturated (Qg) 
glycerides, so that we should expect the amount of unsaturated Qg acids 
present in these mixed glycerides to be much nearer the maximum than 
the minimum. Correspondingly, the amount of tri-Cjg glycerides would 
then be nearer the minimum (X -6 y) than the maximum (X -3 y). 

One method of determinmg the content of tri-Qg glycerides in a fat 
consists [Hilditch and Jones (33)] in completely hydrogenating a specimen 
of .the fat and separating the product into a series of fractions by systematic 
crystallisation from anhydrous ether. Tristearin and palmitodistearin 
are thus concentrated into the least soluble fractions, and the proportion 
of tristearin in each can be approximately ascertained from the respective 
saponification equivalents of the fractions. This procedure has been 
proved to be fairly reliable for saturated fats containing less than about 
40% or more than about 75% of tristearin, but is liable to give erratic 
results when the tristearin content lies between these limits. It has, 
however, been applied to the cases of hydrogenated cottonseed, soya bean, 
and linseed oils with the results shown in Table 3; in the table are in¬ 
cluded the possible limiting values for tri-Cig glycerides, derived from 
the component acids and the known absence of fully-saturated glycerides, 
according to whether the non-Cjg acids are associated with Cjg acids in the 
ratio of one of the former to two of the latter, or conversely. It will be 
seen that, in each of the three oils studied by this method, the observed 
content of tri-Cig glycerides is close to the minimum possible, indicating 
close conformity with the “rule of even distribution”. 


Table 3. Proportion of tri-Cjg (mainly oleic and linoleic) glycerides in 
certain liquid seed fats. 


Seed fat 

Component acids (% mol.) 

Possible limits 
for tri-Cji 
glycerides 
®/o (naol.) 

Tri-C„ gly¬ 
cerides (es¬ 
timated as 
tristearin) 
®/„ (mol.) 

Non-Cn » 

Stearic 

Unsatur* 
ated C„ 

Cottonseed oil. 

25.4 


72»9 

24—62 

24 

Soya bean oil . 

8.4 

5»7 

85.9 

■ 75—87 

75 

Linseed oil. 

6,2 

4»o 

89,8 

81—91 

83 


An alternative method, probably less liable to experimental error 
but very tedious in execution, is to prepare a series of partly hydrogenated 


^ Almost wholly palmitic acid. 
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fats from the liquid seed fat and to determine the proportion of fully- 
saturated glycerides, and the component acids present in the latter, in 
each hydrogenated fat. From the component acids in the whole hydro¬ 
genated fat and the data thus obtained, the proportion of each com¬ 
ponent acid in the non-fully-saturated glycerides of each fat follow by 
difference. Now, it has been established [Hilditch and Jones {32 ); 
Bushell and Hilditch (jo)] that in a fat .in which disaturated-mono- 
unsaturated glycerides are present in relatively small quantities, these 
reach the state of complete saturation, during hydrogenation, before 
any originally monosaturated-di-unsaturated or tri-unsaturated glyce¬ 
rides become completely hydrogenated. There follows a period in which 
the remaining non-fully-saturated glycerides consist of a mixture of 
glycerides corresponding with monosaturated (non-Cjg) di-unsaturated 
(Cja) glycerides and tri-unsaturated (Qg) glycerides in the original fat; 
whilst at a later stage, and before all of the former have become com¬ 
pletely hydrogenated (mono-non-Qig, di-Qg-saturated glycerides), tristearin 
commences also to appear in the fully-saturated portion of the hydro¬ 
genated fat. If, therefore, the component acids of the mixed saturated- 
unsaturated glycerides of each partly-hydrogenated fat are calculated 
in the form, of a mixture of mono-(non- Qs) -di-Cjg glycerides with 
tri-Cjg glycerides, the values obtained for the latter will be correct 
only over the second stage of the hydrogenation process referred to 
above. In the earliest stages, when for example dipalmito-olein 
may still be present, the result of such a calculation will be to 
give a lower value than the truth for tri-Cig glycerides, since such 
dipalmito-olein will have been calculated as palmito-di-Cig glycerides; 
in the final stages, some tristearin will already have passed into 
the fully-saturated glycerides, and the estimated content of Cjg 
glycerides will therefore again be low. Over the whole series, there¬ 
fore, the estimates of tri-Cjg glyceride content will first rise to a 
maximum, then remain constant for a time, and finally again fall. 
The maximum values, which are usually in good agreement, represeiit 
the true content of tri- (mainly olfeic and linoleic) glycerides present 
in the original fat. 

This method has been applied in the cases of cottonseed, groundnut, 
sesame, and teaseed oUs, and of the liquid fruit-coat fat olive oil [Hil¬ 
ditch with Jones (55), Thompson (57), Ichaporia and Jasperson (31)] 
with the results shown in Table 4. In every case the estimated tri-Qg 
glyceride content is close to the minimum possible value, again indicating 
riie tendency to ''even distribution", i. e., maximum production of mixed 
triglycerides. 

It may be added that the results in the case of cottonseed oil confirm 
those obtained from the tristearin content of the completely hydro- 
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genated fat. In groundnut oil, the presence of saturated acids of higher 
molecular weight than stearic acid prevented the application of the latter 
method, whilst difficulties were encountered in the determination of 
tristearin in hydrogenated olive and teaseed oils. With the exception of 
olive oil, none of the fatty oils in Table 4 contained appreciable amounts 
of fully-saturated glycerides; the 2% of fully-saturated glycerides in olive 
oil has been allowed for before calculating the limiting values possible 
for the contents of tri-Cjg glycerides. 


Table 4. Estimation of tri-Cjg glycerides in liquid vegetable fats by 
progressive hydrogenation. 


Hydro¬ 

genated 

fat 

lod. val. 

Saturated 
acids in 
total fatty 
acids 
% (mol.) 

Fully- 
saturated 
glycerides 
% (mol.) 

Mixed ! 

saturated-unsaturated glycerides 
Component acids (niols.) 

Tri-C|g gly¬ 
cerides in* 
whole fat' 
Estimated 
% (mol.) 

% (mol.) 

Cn ( + C,4) 1 

1 Stearic 

1 

j Oleic 




*(I) Cottonseed oil 




103.4 

(Original 

— 

100,0 

25.3 

1.8 

72,9* 

— 


oil) 







63.1 

31.6 

1.5 

98.5 

25.3 

4.8 

68,4 

22,5® 

4^.6 

44.6 

7.1 

92,9 

22,7 

14.8 

55.4 

24.5 

42.8 

52,2 

15.9 

84.1 

20,0 

16,3 

47.8 

24,0 

29,8 

67,1 

33.5 

66,5 

13.8 

19.8 

32.9 

25,0 

20,1 

78,1 

44.0 

5O.0 

11,2 

22,9 

21,9 

22,4* 

13.2 

86,0 

b5.3 

34.7 

5.7 

15.0 

14,0 

17.5‘ 


% (rnol.) 

Maximum tri-C^g glycerides observed. 24—25 

Estimated by crystallisation of completely-hydrogenated fat. 24 

Possible limits (from content of non-C,B acids in mixed acids). 24—62 


(II) Groundnut oil 


93.3 

(Original 

oil) 

— 

100,0 

14,8 

3.0 

82,2® 

— 

71,0 

19,6 

0,6 

99,4 

14.3 

4.7 

80,4 

5^>.5 

51.0 

40,4 

6,1 

93.9 

12,4 

21,9 

64,6 

56.7 

39.5 

53.8 

15.9 

84,1 

9.1 

28,8 

46,2 

56.8 

30,8 

64,0 

32.9 

67,1 

4.8 

26,3 

36,0 

52.7* 


% (mol.) 

Maximum tri-C^g glycerides observed. 56,5—56,8 

Possible limits (from content of non-Cjg acids in mixed acids) . 55.5—78 


^ Assuming only mono-Cjg (or 0^4) glycerides in mixed saturated-unsaturated 
glycerides, 

* In the original oils, these figures refer to the total unsaturated acids (oleic -h 
linoleic). 

* Small amounts of dipalmito-glycerides still present in mixed part. 

^ Some tristearin has commenced to be produced at these points. 
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Continuation of the table 4. 


Hydro¬ 

genated 

fat 

lod. val. 


Saturated 
acids in 
total fatty 
acids 
% (mol.) 


FuUy- 
saturated 
glycerides 
% (mol.) 


Mixed saturated-unsaturated glycerides 
Component adds (mols.) 


% (raol.) I C,, (+ Ci4) Stearic | Oleic 


(III) Sesame oil 


109,6 

(Original 

oil) 

— 

100.0 

10.7 

4^2 

00 

75.8 

17.5 

— 

100,0 

10,9 

6.6 

82,5 

48,1 

45.2 

7.0 

95.0 

7.9 

30.3 

54.8 

27,7 

69,7 

32.7 

67.3 

5^0 

i 32,0 

30.3 


Maximum tri-Cj^ glycerides observed. 

Possible limits (from content of non-Cj,, acids in mixed acids) 


(IV) Teaseed oil 


85,6 

(Original 

oil) 

— 

100,0 

8.5 

i 2.2 

i 89,3® 

39.9 

53.6 

14.3 

85.7 

5.7 

33.<> 

46,4 


Tri-Cig glycerides observed. 

Possible limits (from content of non-Cig acids in mixed acids) 


(V) Tuscany olive oil 


83.5 

(Original 

oil) 

2,0 

98,0 

11,0 

2,8 

84,2* 

61,4 

30.7 

3.9 

96,1 

11,2 

15.6 

693 

50.2 


11,2 

88,8 1 

8.2 

24.2 

56.4 

37 .f> 

58,1 

25,0 

75.0 

3-2 

29,9 

41-9 

31.7 

b 5 .i 

30.8 

61,2 

^•4 

32,9 

34.9 


Maximum tri-C^g glycerides observed. 

Estimated by crystallisation of completely-hydrogenated fat . 
Possible limits (from content of non-C^g acids in mixed acids) 


(VI) Palestine olive oil 


84,0 

(Original 

oil) 

2,0 

98,0 j 

10,6 

3.3 

84,1* 

49.0 

45.9 

10,8. 

89,2 1 

6.5 

28.6 

54.1 


Tri-Cjg glycerides observed. 

Possible limits (froin content of non-Cjg acids in mixed acids) 


* See footnote i, p. 38. 

* See footnote 2, p. 38. 

* See footnote 3, p. 38. 

* See footnote 4, p. 38. 


Tri-Cj* gly¬ 
cerides in 
whole fat^ 
Estimated 
% (mol.) 


67.3® 

69.3 

52.3* 

% (nml.) 

69.3 

(nS—-84 


68,6 

% (mol.) 
68,6 
71--86 


62,5* 

64,0 

57.0^ 

% (mol.) 

^> 4 —<^5.5 
57 

65—82 


b 9 J 

% (mol.) 

69,7 

66—82 
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It is quite evident, from the data in Tables 3 and 4, that the principle 
of ''even distribution*' of fatty acids in the mixed triglyceride molecules 
is as generally operative in seed fats in which oleic and linoleic acids 
predominate as in those more saturated fats in which high proportions of 
palmitic, stearic and other saturated acids are present. 

Morrell and Davis (59) have proved that a similar state of affairs 
holds in tung and oiticica oils, in which large proportions respectively 
of elaeostearic acid and licanic (keto-elaeostearic) acid occur. These acids 
contain a trebly conjugated system of ethenoid linkings and, as is well 
known, the naturally-occurring form of each acid or its glycerides 

is readily isomerised by the action of light or suitable catalysts into a 
geometrically-isomeric (“^-") form of higher melting point and sparing 
solubility. Morrell and Davis (59) found that the isomerised, crystalline 
"jS-elaeostearin" from tung oil (in which elaeostearic acid forms 95% 
of the component acids) is almost pure tri-/ 3 -elaeostearin; on the other 
hand, the component acids of oiticica oil include only about 78% of 
licanic acid, and, correspondingly, these authors observed that the "jS-lica- 
nin" similarly obtained by isomerisation of the oil contained but little 
tri-jS-ketoelaeostearin, but was chiefly a mixture of glycerides in which 
two ketoelaeostearic groups were associated with one saturated, or non- 
con juga ted unsaturated, acid group. This is a further example of the fact 
that glyceride structure is independent of the particular component acids 
which may be present in a seed fat. 

More Detailed Determination of Glyceride Structure in Solid 

Seed Fats. 

The most recent developments in this field are the determination, 
within approximate limits, of the proportions of each of the most abundant 
mixed glycerides present in fats derived from comparatively simple 
mixtures of acids (i. e., palmitic, stearic, oleic and linoleic), together with 
the discovery of a formula by means of which the proportions of the major 
component glycerides in an "evenly-distributed” fat can be roughly calcul¬ 
ated from the composition of the mixed fatty acids alone. The procedure 
involved has been applied to cacao butter, mowrah fat, shea butter, phulwara 
butter, bomeo tallow, and kepayang oil and is being employed in several 
other cases. It depends on the fact that systematic crystaUisaiion of such fats 
from acetone at 0°, although usually incapable (as earlier investigators found) 
of yielding definite individual mixed glycerides, affords with comparative 
ease a division of the fat into sparingly soluble portions in which mono- 
unsaturated-disaturated glycerides predominate, and more soluble portions 
in which the di-unsaturated glycerides (and tri-unsaturated glycerides 
when present) are concentrated. The fat is thus divided into two, or at 
the most three, fractions, each of which is investigated as follows: 
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(a) the component acids are determinif;d/by este’* fractionation; 

(b) a portion is hydrogenated and the tristearin content of the product 
determined; 

(c) where necessary, the fully-saturated glyceride content (and its 
component acids) of the fraction is determined. 

From (a) and (c), the proportions of mono-unsaturated and of di- 
unsaturated glycerides (or of di- and tri-unsaturated glycerides) in each 
portion of the fat follow by simple calculation. From the tri-Cjg glyceride 
content [determined as tristearin in (6)], coupled with the component 
acid analyses (a), there follows also the proportions of mono-Cig- and 
di-Cjg- mixed glycerides in which the other homologous acid (palmitic) 
is present. With these data, and knowing the general order of solubility 
in acetone of, for example, oleodistearin, dioleostearin, oleopalmitostearin, 
oleodipalmitin and palmitodiolein, it is usually possible to give with 
some confidence a detailed, approximately quantitative statement of the 
component glycerides in each portion of the fat, and therefrom to deduce 
that of the original fat. 

The procedure is naturally rather complicated, and it is proposed 
here to offer only general illustrations of the method; for details of the 
technique and the interpretation of the data the reader is referred to 
recent communications by the writer with St.ainsby {48), Ichaporia (jo), 
Bushell (ii) and Green (25). 

It is of interest, perhaps, in the first place to illustrate the 
separation achieved by crystallisation from acetone in different cases. 
Table 5 shows the proportions of each fat obtained in different 
fractions, and the proportions of the component acids in each fraction 
and in the whole fat. For simplicity of calculation, all data employed 
in these investigations are referred to a molar (and not weight) 
percentage basis. 


Table 5. Separation of .solid seed fats by crystallisation from acetone. 



Fractions 

obtained from acetone 
crystallisation 

Whole fat 


Least 

soluble 

Inter¬ 

mediate 

Most 

soluble 

Cacao butter: 





Glycerides (mol. %). 

26,7 

48,8 

24.5 

100 

Component acids (mol. %) 





Palmitic. 

8.6 

32.3 

32,9 

24»3 

Stearic. 

55.1 


18,5 

35.4 

Oleic. 

34.8 

36,0 

42,5 

38,2 

Linoleic. 

1.5 

0,5 

6,1 

2,1 
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CcfUinvudion of tJu table 5 , 



Fractions obtained from acetone 
crystallisation 

Whole fat 


Least 

soluble 

Inter¬ 

mediate 

Most 

soluble 

Mowrah fat: 





Glycerides (mol. %). 

21,2 

33.3 

45.5 

100 

Component acids (mol. %) 





Palmitic. 

26,3 

24.9 

22,5 

24.1 

Stearic. 

32.1 

20,8 i 

12,1 

19.3 

Oleic. 

40,1 

39.8 

47.7 

43.4 

Linoleic. 

1.5 

14.5 

17.7 

13.2 

Shea butter: 





Glycerides (mol. %). 

49.3 

— 

50.7 

100 

Component acids (mol. %) 





Palmitic. 

5.5 

— 

7.1 

6,3 

Stearic. 

57.1 

— 

23.2 

40,0 

Oleic. 

3<>.5 

— 

62.8 

49.8 

Linoleic. 

0.9 


6.9 

3.9 

Phulwara butter: 





Glycerides (mol. %). 

72,4 

— 

27,6 

100 

Component acids (mol. %) 





Palmitic ., . 

65,0 

— 

44.9 

59.4 

Stearic. 

2.3 

— 

2.5 

2.4 

Oleic. 

31.7 


41,6 

34.5 

Linoleic. 

1,0 

— 

11,0 

3.7 

Borneo tallow: 





Glycerides (mol. %). 

54.0 

32.5 

13.5 

100 

Component acids (mol. %) 





Palmitic. 

12,5 

30.2 

21,8 

19.5 

Stearic. 

53.4 

31.7 

24.1 

42,4 

Arachidic. 

T,I 

1,0 

I,I 

1,0 

Oleic. 

33.0 

37.1 

51.4 

36,9 

Linoleic. 

— 

— 

-1,6 

0,2 

Kepayang oil: 

Glycerides (mol. %). 

44.2 


55.8 

100 

Components acids (mol. %) 





Myristic. 

0,6 

— 

0,6 

0,6 

Palmitic... 

44.8 

— 

33.0 

38.2 

Stearic. 

15.8 

— 

3.8 

9.0 

Arachidic. 

0.4 

— 

0,2 

0.3 

Hexadecenoic. 

2.5 

— 

3.1 

2.9 

Oleic... 

17.2 

— 

32,1 

25.5 

Linoleic. 

18.7 

— 

27.4 

23.5 


Inspection of Table 5 shows that the glyceride fractions least soluble 
in acetone contain not more than 40% of unsaturated acids, and therefore 
the amount of di-unsaturated-monosaturated glycerides present does 
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not exceed about 20% and is usually less. In the most soluble fractions, 
however, the unsaturated acid content ranges from 50% up to nearly 
70%, and it is evident that glycerides containing more than one unsa¬ 
turated acyl group are concentrated in these portions of the fat. 

We will digress here for a moment to comment on the fact that, in the 
first five fats in Table 5, the greater part of the linoleic acid is also con¬ 
centrated in the most soluble portions; in other words, the linoleic acid 
is present almost wholly in glycerides which also contain an oleic acid 
group. This feature, at first glance somewhat remarkable, is in reality 
merely the natural consequence of the operation of the “rule of even 
distribution*' coupled with the particular fatty acid composition of the 
five fats in question. In each case, linoleic is a minor component acid, 
whilst oleic and a saturated acid (palmitic or stearic, or both) are major 
component acids, each of the latter contributing 25% or more to the total 
fatty acids. Broadly speaking, the “even distribution" generalisation will 
therefore have the result that almost all the individual triglyceride mole¬ 
cules will contain at least one acyl group of a major component acid— 
oleic and saturated; on the contrary, in any triglyceride molecules in 
which the minor component, linoleic acid, is present, the latter will only 
be present as a single (monolinoleo-) group. But, since an oleic group 
is present in nearly every molecule of triglyceride, an oleic group will 
also be present concurrently in those molecules in which there is also a 
linoleic group. Thus, where linoleic acid is a minor component of the whole 
fat, it is bound to occur in the di- or tri-unsaturated glyceride portions, 
as a mixed linoleo-oleoglyceride. 

The case of kepayang oil (at present under investigation in the Liver¬ 
pool laboratories) has been included here because it offers the somewhat 
unusual instance of a fat with approximately equal contents of oleic 
and linoleic acids, each of which is here a “major" component. Conse¬ 
quently each plays approximately the same part in the development of 
the mixed glycerides and, as Table 5 indicates, the ratio of oleic and 
linoleic acids remains much the same in both the rnono-unsaturated and 
the di-unsaturated glycerides present in the fat. This means, of course, 
that in the mono-unsaturated group the unsaturated radical may be either 
oleic or linoleic, whilst in the di-unsaturated group there may be oleo- 
linoleo-, dioleo-, or dilinoleo-glycerides (probably all three, with the mixed 
type predominating). 

The mode of distribution of linoleic acid in the glycerides of the fats 
in Table 5 thus affords a further and somewhat striking example of the 
general operation of the “even distribution" principle. 

We must now return to the further steps necessary to elucidate the 
glyceride structure of the various portions of a fat as resolved by crystallisa¬ 
tion from acetone. As already stated, the proportions of mono- and 
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di-unsaturated, or di- arid tri-unsaturated glycerides, present in each 
portion can be deduced from the component acid analyses after making 
allowance for any fully-saturated glycerides present. Further, determina¬ 
tion of the tristearin content of the hydrogenated fractions gives an alter¬ 
native division of each portion into (a) tri-Cjg glycerides, [h) palmitodi-Qg 
glycerides, and (c) dipalmitomono-Cig glycerides. It should be noted here 
that, of course, the determination of tri-Cig glycerides as tristearin prevents 
any possibility, for the present, of differentiating between oleo- and 
linoleo-glycerides. (For convenience, the use within inverted commas 
of the terms ‘"oleo”- or “olein*' in the remainder of this paper denotes 
that in such cases the unsaturated group may originally have been either 
oleic or linoleic.) The method will be briefly described here with reference 
only to two of the fats, cacao butter and shea butter. 

Cacao huUer.-The relevant data are given in Table 6. 


Table 6. Composition of fractions A, B and C of the cacao butter 

(mol. %.) 



Fraction A 

Fraction B 

i Fraction C 

Molar proportion of whole fat. 

267 

48,8 

24.5 

(a) Component acids present: 




Palmitic. 

2.3 

15.8 

8,1 

Stearic. 

14.7 

15.2 

4.5 

Oleic (-f- linoleic). 

9,7 

17.8 

11.9 

(b) Component glycerides present: 




% Tri-C^g glycerides. 

19,5 

5.9 

5.0 

Palmito-di-C^g glycerides. 

7.2 

38,5 

14.9 

Dipalmito-mono-Cjg glycerides. 

— 

4.4 

4.6 

(c) Mono-“oleo”-disaturated glycerides. 

24.3 

44.2 

8.3 

Di-‘'oleo"-monosaturated glycerides. 

2.4 

4.6 

13.7 


(a) From component acid analyses (Table 5). 

(b) From tristearin determined in completely hydrogenated fractions, with (a) as 
above. 

(c) From proportions of unsaturated and saturated acids in (a), triolein being 
taken as absent and fully-saturated components as only in fraction C (t;. infra). 

A fairly close estimate of the individual components of the three fractions can 
now be reached by taking into account the following considerations: 

(a) Oleodistearin is the least soluble in acetone of the mixed glycerides present 
and would be expected to be concentrated in fraction A, with possibly some in B, 
while C should not contain it. 

(b) Both classes of palmito-'^oleins’* are comparatively easily soluble in acetone 
in the concentrations employed, and, as a matter of fact, the crystallisation data 
show that A contains no dipalmito-C^g glycerides. Fractions B and C, however, 
contain about equal proportions of them. The location of the fully-saturated di- 
palmitostearin (2,5% of the whole fat) is somewhat uncertain, but it may be taken 
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as wholly in fraction C. The comparatively soluble palmito-di-‘"oleins” have appa¬ 
rently also all passed into fraction C. On the other hand, stearodi-"oleins” appear in 
each fraction, but to a smaller extent in A than in B and C. 

The final estimate of the cacao butter glycerides is therefore as 
given in Table 7. 


Table 7. Estimated component glycerides of cacao butter (mol. %). 



Fraction A 

Fraction B 

Fraction C 

Whole fat 

Fully-saturated (2,5%) 





Dipalmitostearin . : .... 

— 

— 

1 ^'5 

2,5 

Mono-oleo-glycerides (76,8%) 





Oleodipalmitins . 


4.4 

2,1 

6.5 

Oleopalmitostearins. 

7.2 

38.5 

6.2 

51.9 

Oleodistearins. 


1.3 1 

— 

18,4 

Dioleo-glycerides (20,7%) 


i 

1 

! 


Palmitodiolein . 

— 

1 _ 

I 8.7 

8.7 

Stearodiolein. 

2.4 

4.6 

s.o 1 

12.0 


Shea hidter. The corresponding experimental data for this fat are 
in Tables 8 and 9 (p. 46). 

Table 8. Composition of fractions A and B of the shea butter (mol. %). 



Fraction A j 

j Fraction B 

1 Total 

Molar proportion of total glycerides ... 

49.3 

50.7 

100,0 

(a) Component acids present: 




Palmitic. 

2.7 

3.6 

6.3 

Stearic. 

28,2 

11,8 

40,0 

Oleic. 

18,0 

31.8 

49.8 

Linoleic . 

0.4 

3.5 

3.9 

(b) Component glycerides present: 




Tri-Cjg glycerides . 

44.3 

39.9 

84.2 

Palmitodi-Cjg glycerides. 

1.9 

10.8 

12,7 

Dipalmitomono-C,8 glycerides. 

3.1 

— 

3.1 

Fully-saturated glycerides. 

4.5 

— 

4.5 

J Mono-"oleo”-disaturated glycerides. 

34.4 

— 

34.4 

(c) ! Di-”oleo”-monosaturated glycerides. 

10,4 

46.2 

56.6 

1 Tri-”olein''. 

— 

4.5 

4.5 


(a) From component acid. analyses (Table 5, p. 41). 

(b) From tristearin determined in completely hydrogenated fractions, with (a), 
as above. 

(c) From proportions of unsaturated and saturated acids in (a) (see also below). 
The following reasoning was applied to the above data: 

Fraction A. The fully-saturated components (palmitostearins) will appear in 
this fraction. From their observed component acids, they consist of about 3% of 
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dipalmitostearin and 1,5% of palmitodistearin, and account for nearly all the pal¬ 
mitic acid in this fraction. 

The remaining 44,8% of the total glycerides, represented in fraction A, contains 
molar proportions of 26,4% saturated and 18,4% unsaturated acids. Tri-“olein'* 
will have passed with the acetone-soluble components into fraction B, and the 44,8% 
is therefore a mixture of mono-"oleo”-disaturated (34,4%) and di-“oleo"-monosatur- 
ated (10,4%) glycerides. The small residue of palmitic acid unaccounted for as 
fully-saturated glyceride may be present either as oleopalmitostearin or palmito- 
diolein; in either case the amount is too small to be assessed by the analytical methods 
available. In accounting quantitatively for the tatty acid components in Table 9, 
this has been arbitrarily credited as palmitodiolein. The greater part of fraction A, 
however, consists of oleodistearin and stearodiolein. 

Fraction B. The amount of tri-“olein" is an uncertain factor here. The molar 
proportions of the components of fraction B include 15,4% saturated and 35,3% 
unsaturated acyl groups, present either as mixed saturated-unsaturated or wholly 
unsaturated glycerides. The figures correspond with either a mixture of 46,2% of 
monosaturated-di-“oleo’'-glycerides with 4,5% of tri-‘'oleins" (as in Table 8), or a 
mixture of 23,1% of mono-''oleo"-disaturated glycerides with 27,6% of tri-‘‘oleins", or 
any ternary mixture falling within these limits. The possibility of tri-*‘oleins" ap¬ 
proaching the upper limit is ruled out because this would connote a correspondingly 
high proportion of oleodistearin in fraction B, which is in contradiction to the known 
sparing solubility of this glyceride in cold acetone. We therefore believe that the 
assumption that fraction B is a mixture of di- and tri-unsaturated glycerides is not 
far from the truth. At the same time, it must be made clear that the figure of 4,5% 
for tri-‘'olein" is a minimum; it may in fact be somewhat (but probably not much) 
greater, in which case a small proportion of mono-"oleo"-disaturated glycerides — 
probably "oleo"-palmitostearin — would also be present in this fraction. 

Having regard to the above considerations and limitations, it is believed 
that Table 9 illustrates the most probable composition of the glycerides 
present in shea butter and that the proportions of the major components, 
at all events, are indicated therein with a reasonable,degree of accuracy. 


Table 9. Estimated component glycerides of shea butter (mol. %). 



Fraction A 

FracUoa B 

Whole fat 

Fully-saturated (4,5%): 




Dipalmitostearin. 

3.0 

— 

3.0 

Palmitodistearin. 

i >5 

— 

1.5 

Mono-*oleo’* glycerides (34,4%): 




‘*01eo"-distearins . 

34.4 

— 

34.4 

‘'01eo"-palmitostearins ... 

1 

1 

1 

Di-*oleo** glycerides (56,6%): 




Palmitodi-"oleins". 

0,5 

10,8 

II .3 

Stearodi-"oleins" . 

9,9 

35»4 

45.3 

Tri-**oleins** (4,5%) 

— 

4.5* 

4.5 


^ Small proportions of '*oleo"-palmitostearins may possibly be present. 

^ Minimum figure; the actual amount of tri-unsaturated glycerides cannot 
be, however, greatly in excess of this. 
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The approximate compositions deduced by this procedure for the 
fats listed in Table 5 (p. 41) are shown in Table 10. 


Table 10. Component glycerides present in certain solid seed fats. 



Cacao 

butter 

Mowrah 

fat 

Shea 1 
butter 

Phulwara 

butter 

Borneo 

tallow 

Kepayang 

oii 




% 

(mol.) 



Fully-saturated glycerides: 







Tripalmitin. 

__ 

! ” 


8 

I 

2 

Dipalmitostearin . 

2 

I 

1 3 

— 

2 

0.5 

Palmitodistearin... 

— 

— 

1 ^ 

— 

I 

— 

Tristearin. 

— 

— 

— 


I 

— 

Mono-‘"oleo"-glycerides : 





1 i 


Oleodipalmitins . 

6 

I 

— 

62 

8 

33 

Oleopalmitostearins. 

5 ^ 

27 

Traces 

7 

31 

27 

Oleodistearins. 

19 

1 ” 

35 

— 

40 

— 

Di- *oleo‘ *-glycerides: 

Palmitodiolein . 

9 

1 

t 

41 

10 

23 

3 

24 

Stearodiolein. 

12 

30 

45 


13 

Traces 

Triolein (or oleolinoleins) 

— 

1 

5 

— 

1 ““ 

13 

1 


Calculation of Proportions of Chief Component Glycerides of 
a Fat from its Fatty Acid Composition. 

If we consider a fat which, in addition to oleic (with linoleic) acid, 
contains substantially only one saturated acid (e. g., palmitic acid in 
phulwara butter, or stearic acid in Allanblackia Stuhlmannii or Garcinia 
seed fats), and if in such fats there is known to be no significant amount 
either of trisaturated or of tri-unsaturated glycerides, it is obvious that 
they must be mainly a mixture of mono-“oleo*'-disaturated and 
di-“oleo'*-monosaturated glycerides, and (only one saturated acid being 
concerned) the proportions of each type can be calculated by simple 
arithmetic from those of the fatty acids present. The fats in Table 10, 
however, for the most part contain substantial amounts of each of the 
saturated acids, palmitic and stearic, as well as oleic (with linoleic) acid. 
It was noticed, however, that the observed amounts of palmitodi-**olein** 
and of stearodi-“olein** in cacao butter (and, subsequently, in the other 
fats) could be approximately obtained by calculation if the unsaturated 
acid in the whole fat were divided, in arithmetical proportion to the 
palmitic and stearic acid contents, and then each portion combined with 
the latter so as to give mixtures of monopalmitodi-*'oleins** and dipalmito- 
"oleins**, monostearodi-"oleins** and distearo-*'oleins**. Such a calcula¬ 
tion, of course, cannot take account of the subsidiary amounts of fully- 
saturated or of tri-imsaturated glycerides which experimental determina- 
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tion may show to be present; but the results obtained show fairly close 
agreement for those mixed glycerides which are present in large amounts 
in the fats. 

In the case of cacao butter, for example, the molar prop>ortiotis of the acids 
in the whole fat were palmitic 24,3, stearic 35,4, and oleic (with linoleic) 40,3. The 
increments of "oleic" acid corresponding in these proportions to each saturated 
acid taken separately are; 

"Oleic". 16,4 "Oleic". 23,9 

Palmitic. 24,3 Stearic. 35,4 

In combination respectively as monO“"oleo"- and di-"oleo"-palmitins or 
-stearins, these proportions lead to: 

% (mol.) % (mol.) 

Palmitodi-"olein". 9 Stearodi-"oIein". 12 

"01eo"-dipalmitin . 32 "01eo"-distearin. 47 

The proportions thus derived for the di-"oleo"-derivatives are almost exactly 
those found by analysis; but the experimental data show that the corresponding 
mono-"oleo"-derivatives are not present wholly as such, but appear to a great 
extent as the trebly mixed glyceride "oleo"-palmito-stearin (52%). In other in¬ 
stances we find that the "oleo"-dipalmitin and "oleo"-distearin obtained by cal¬ 
culation. if rearranged so as to give the maximum possible amount of "oleo"-palmito- 
stearin, yield figures which approximate fairly closely to the experimental data. 

Table ii shows the accordance between the experimental and "cal¬ 
culated'" values for some of the fats dealt with in Table 10. 


Table ii. Comparison of observed and "calculated" proportions of 
the chief component glycerides in some solid seed fats. 



Cacao 

butter 

Mowrah fat 

Shea 

butter 

Borneo 

tallow 

Found 1 

[ “Calc.” 

Found 

“Calc.” 

Found 

“Calc.” 

Found 

“Calc.” 

" Oleo " -palmitostearins 

52 

64 

27 

27 

Trace 

10 

31 

55 

"Oieo"-distearms. 

19 

15 

— 

3 

35 

29 

40 

34 

Palmitodi-"oleins".... 

9 

9 

41 

39 

10 

8 

3 

3 

Stearodi-"oleins". 

12 

12 

30 

31 

45 

53 

13 

8 


Possible Major Component Glycerides of Some Common Liquid 

Vegetable Pats. 

Owing to the difficulty of obtaining oleic or linoleic glycerides, or 
suitable derivatives thereof, in a crystalline condition, the experimental 
methods described in this paper have not yet been extended to any but 
solid fats; but it is hoped to devise processes by which at all events a 
partial solution of the problem may be attained. In the meantime, since 
definite proof has been given that such liqiud fats are elaborated according 
to the “rule of even distribution", and since the foregoing calculations 
seem to accord, at all events roughly, with tlie observed distribution of 
the acids in the more saturated seed fats, it is perhaps permissible to 
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glance at the glyceride structures of some common liquid fats—olive, 
teaseed, groundnut, and cottonseed oils—as suggested by similar calcula¬ 
tions in which the oleic acid in these oils is divided pto raia amongst the 
linoleic and the saturated (mainly palmitic) acids which are also present. 
The approximate fatty acid compositions, and the deduced probable 
general glyceride structure, of these fats is given in Table 12. 


Table 12. Possible chief glyceride components of some common liquid 

vegetable fats. 



Olive 

oil 

% (mol.) 

Teaseed 

oil 

% (mol.) 

Groundnut 

oil 

% (mol.) 

Cottonseed 

oil 

% (mol.) 

Component acids (approximate): 

Palmitic acid. 

lO 

12 

10 

25 

Arachidic and higher acids. 

— 

— 

8 


Oleic acid. 

82 

81 

62 

30 

Linoleic acid. 

8 

7 ; 

20 

45 

Possible component glycerides: 


' i 

, 1 



Triolein. 


1 

' 45 I 

— 

— 

Dioleolinoleins. 

25 1 

20 I 

45 

— 

Oleodilinoleins. 




25 

Palmitodioleins. 

30 ! 

35 

30I 


Palmito-oleolinoleins. 

— i 

— 

25^ 

60 

Palmitodilinoleins. 

_ i 

! 


15 


The chief interest of the figures in Table 12 is the wide variation in 
the calculated proportions of the component glycerides introduced by 
simple alterations in the proportions of oleic and linoleic acids in the total 
fatty acids of the oils. Of the four examples, teaseed and olive oils arc the 
only ones which contain triolein in quantity; the resemblance between 
the component glycerides is very close throughout, a circumstance which, 
as is well known, has not escaped the notice of commercial interests 
from time to time! Except for the presence of a few per cent, of higher 
saturated acids, groundnut oil differs from olive oil only in its higher 
proportion of linoleic acid. The change is amply sufficient, however, to 
result in the virtual disappearance of triolein, if the method of 
calculation is at all valid; and, although at first sight the replace¬ 
ment of one liquid acid (oleic) by a closely-related acid (linoleic) 
might appear unlikely to affect appreciably the character of a fatty oil, 
the data in Table 12 suggest that the well-known differences in appearance 
and properties between oils such as olive and groundnut (and, still more, 
cottonseed) may be readily explained by the fundamental differences in 

^ In these cases the mono-saturated groups include arachidic, behenic and 
lignoceric as well as palmitic acid. 

Fortschritte d. Chem. org. Nattirst. 1 . 
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the nature of their chief component glycerides. In cottonseed oil, owing 
to the relatively high proportions of palmitic acid, the amount of tri> 
unsaturated glycerides, according to these calculated figures, will actuaUy 
be lower than in either of the other oils. On the other hand, the high content 
of linoleic acid indicates that practically all the triglyceride molecules will 
contain one, whilst some 35% of the fat may contain two linoleic groups. 

It must again be emphasised that the glyceride figures in Table 12 
are solely illustrative and are only backed by experimental findings in 
so far as the total content of tri-unsaturated (or rather tri*Cig) glycerides 
is concerned. The inclusion of these suggestions in a scientific communi¬ 
cation is, however, considered justifiable in view of the weight of experi¬ 
mental evidence as regards mixed glyceride structure now available for 
the solid seed fats and because there appears little likelihood of obtaining 
similar experimental proof, at all events for some time to come, with 
regard to the more unsaturated vegetable fats. 
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Recent Advances in the Chemistry 
of title Sterols. 

B^rl. M. Heilbron and F. S. Spring, Manchester. 

In writing this report, the authors have not attempted to elaborate 
the historical development of the subject as this aspect has been suffi¬ 
ciently dealt with in several reviews and in the monographs of Lettr^ 
and Inhoffen (j) and of Fieser (2). This report is concerned mainly 
with the progress in steroid chemistry during the past three years. 
It is the hope of the reviewers that the majority of the more important 
papers that have appeared during this period have been mentioned but 
space exigencies have necessitated in some cases a selection of material; 
where this has occurred, preference has been given to structural rather 
than biological aspects. Furthermore, with the object of clarity an accoimt 
of work effected before 1935 has been included where this has had a direct 
bearing upon later researches. 

Stereochemistry of the Sterols. 

The four isomeric cholestenols which differ in the orientation of the 
groups attached to 6(3) and which are unsaturated at either or J® are 
now known. Oxidation of cholesterol dibromide (II) with chromic anhy¬ 
dride gives 5:6-dibromo-3-ketocholestane (III) which on debromination 
with zinc dust and acetic acid (3) or with sodium iodide in alcohol {4) 
gives J^-cholestenone (IV). An alternative method for the preparation of 
^^-cholestenone has recently been described by Oppenauer (5) I this 
consists in the direct oxidation of cholesterol (I) with aluminium tert. 
butoxide using acetone as hydrogen acceptor. The absorption spectrum 
of .d^-cholestenone and its oxime has been investigated by Mohler (6). 
Butenandt and Schmidt-Thom6 have shown that if the debromination 
of dibromocholestanone (III) be effected with zinc and alcohol, migration 
of the ethylenic linkage is avoided and zl*-cholestenone (V) is obtained (7); 
it is converted into the J*-isomer on treatment with acids. The reduction 
of J®-cholestenone has been studied by Ruzicka and Goldberg who 
found that with hydrogen and the Raney nickel catalyst a mixture of 
^^icholesterol (VII) and cholesterol (VI) is obtained, a separation of these 
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isomers being effected by means of digitonin with which only the latter 
gives an insoluble complex (S), A similar mixture of cholesterol and its 
epimer had previously been obtained by Marker and his collaborators by 
treatment of cholesteryl magnesium chloride with oxygen (9), the separa¬ 
tion again being effected by means of digitonin. In a later publication Mar¬ 
ker (jo) effected the separation of cholesterol and its epimer by repeated 
crystallisation of the mixed acetates from alcohol when a concentration 
of 80-90% of ^^cholesteryl acetate was obtained. This mixture was 
hydrolysed and benzoylated, recrystallisation of the product giving pure 
€/)icholesteryl benzoate and the costly digitonin treatment thus avoided. 

21 

CH, 

I 

20 22 23 24 21^ 2S 27 

w CH‘CH^ CH,-CH, CH(CH,), 



(V) 


The isomeric a/Zocholesterol (VIII) and its epimer (IX) were prepared 
by Schoenheimer and Evans by the reduction of J^-cholestenone with 
aluminium fsopropoxide followed by resolution with digitonin, aHo- 
cholesterol giving an insoluble digitonide (jj). The preparation of alio- 
cholesterol by the removal of hydrogen chloride from cholesterol hydro¬ 
chloride had been previously described by Windaus (12). The properties 
of this material are, however, very different from those of the allochole- 
sterol of Schoenheimer and Evans. Thus according to Windaus, alio- 
cholesterol reverts to cholesterol on treatment with dilute mineral acids 
whereas the American authors found that their preparation suffered 
dehydration imder these conditions giving cholestadiene. The explanation 
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of the discrepancy was forthcoming in the observation that the Windaus 
preparation is a mixture of aZ/ocholesterol and cholesterol, and that the 
supposed isomerisation to cholesterol is caused by the dehydration of 
the a/^ocholesterol content to cholestadiene, the cholesterol being unaffect¬ 
ed and readily isolated from the reaction product by crystallisation, 
.^//ocholesteryl p-toluenesulphonate forms an insoluble complex with 
pyridine by means of which it may be separated from the ester of cho¬ 
lesterol (rj). 


(V) 
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The addition of hydrogen to the four isomers (VI), (VII), (VIII) 
and (IX) leads to the introduction of a new centre of asymmetry at C(5). 
It is found, however, that J*-unsaturated steroids hydrogenate preferen¬ 
tially to the coprostane orientation, i. e. rings A and B m-fused, whereas 
J»-unsaturated steroids give rise to the cholestane orientation in which 
rings A and B are fr<t»s-fused. Thus hydrogenation of diolesterol and 
^^'cholesterol give cholestanol (X) and «^'cholestanol (XI) respectively. 
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differing solely in the orientation around €^3), whilst hydrogenation of 
a/Zocholesterol and ^/>ia//ocholesterol give mainly coprostanol (XII) and 
^/>icoprostanol (XIII) respectively, which again differ in the orientation 
around €(3). Coprostanol and cholestanol on the one hand and epi- 
coprostanol and ^^tcholestanol on the other differ only in the orientation 
around C(5). A comparison of the densities and refractive indices of chole- 
stane and coprostane has established that in the former and all its deri¬ 
vatives rings A and B are trans-insed, whereas in the latter they are 
cts-fused (14). The crystallographic data of Bernal (15) shows that rings 
B and C are ^rans-orientated since only this arrangement will allow of 
the relatively flat molecular structure required by the cell dimensions [16). 
A decision in favour of the ^rans-orientation of rings C and D was first 
made by Wieland and Dane (17): Oxidative degradation of deoxycholic 
acid gives a monocyclic tricarboxylic acid (XIV) in which ring D is intact. 
This acid gives, an anhydride which on rehydration 5delds a different 
tricarboxylic acid. As the carboxyl groups attached to C(J3) and €(14) in 
the latter must be as-orientated, it follows that in the acid (XIV) they are 
/rflws-orientated, thus leading to the decision that rings C and D in the 
steroid nucleus are likewise transAns^d. 


H.C I 


CH(CH,) • CH, • CH, • CO,H 


CH(CH,) • CH, • CH, • CO,H 






HO,C 
HO,C. 

(XIV) irans- 


”■^2^ A U ^ I HO C 

-^ Anhydnde-► * 

H 


/! 







This decision has recently been criticised by Peak {18) from a con¬ 
sideration of the relative stability of as- and ^ra«s-hydrindane deriva¬ 
tives. Hydrogenation of ^-ergostenol (XV) (19) gives ergostanol which 
has in all respects the normal stereochemical arrangements of cholestanol. 
The hydrogenation of such an ethenoid linkage would be expected to 
give a as-hydrindane structure which requires that rings C and D of the 
steroid nucleus are ^w-orientated.^ The relative orientation of the hydroxyl 
group and the hydrogen at €(5) in the fully saturated alcohols indicated 
in (X), (XI), (XII) and (XIII) was suggested by Ruzicka and co-work¬ 
ers (20), from a consideration of the nature of the products obtained by 
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the catalytic hydrogenation of cholestanone (XVI) and coprostanone 
(XVII) in acid and in neutral media (see diagram below) and by the 
application of the Auwers-Skita rule. The latter states that hydrogena^ 
tion in acid media which involves the introduction of a new as5mimetric 
centre gives a cts 4 somer whereas in neutral media the trans-ionn is ob¬ 
tained. Thus the introduced hydroxyl will be cts with respect to the 
hydrogen at C(5) in coprostanol and ^^‘cholestanol and trans in cholestanol 
and ^/)tcoprostanol, thus leading to the stereochemical arrangements 
indicated at (X)-(XIII). The tentative nature of these decisions were 
clearly appreciated by the authors and they await confirmation.^ 


Neutral | 

Cholestanol 

Coprostanol 

Acid t 

I_ 



(XVI) 

Pt + H, 

I Acid 

epicholesi&nol 
^^coprostanol 
I Neutral 

Pt + H, 
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(XVII) 


Some interesting observations upon the stability of the hydroxyl group 
in the four isomeric cholesterols (VI), (VII), (VIII), (IX) have been 
reported. The isolation of e/>tcholesterol offered a route to the hitherto 
inaccessible epimeride of dehydroandrosterone by oxidation of epichol- 
esteryl acetate dibromide [compare Ruzicka and Wettstein (2j)] ; it was 
found, however, that ^/^tcholesteryl acetate on treatment with bromine 
was converted into a tetrabromocholestane [Marker and co-workers (lo)]. 
Again the same authors observed that on treatment with dilute mineral 
acids e^^cholesterol suffers dehydration to a cholestadiene. On the other 
hand dehydration of cholesterol is effected only with relative difficulty 


^ See, however, Ruzicka, Furter and Goldberg: Helv. chim. Acta 21, 507 
(1938). 
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[Bose and Doran (22); Stavely and Bergmann (2j)]. The product, 
cholestadiene, has a var5dng melting point and optical rotation according 
to the method employed; it exhibits selective absorption in the ultra¬ 
violet with maxima at 2350 A. and 2450 A., thus indicating the presence 
of a system of conjugated ethylenic linkages. Both a//ocholesterol and 
its epimer are dehydrated by treatment with cold dilute mineral acids 
[Schoenheimer and Evans (jj)], and the hydrocarbon thus obtained 
was formulated by these authors as Zl*-*-cholestadiene. Later, however, 
Stavely and Bergmann (23) showed that this hydrocarbon is identical 
with the normal cholestadiene obtained from cholesterol and succeeded 
in preparing the true J***-cholestadiene by the dehydration of cholesterol 
with alumina; it differs from ordinary cholestadiene, combining with 
maleic anhydride to form a normal adduct and exhibiting an absorption 
maximum at 2600 A. Furthermore it is isomerised by dilute mineral 
acids to give the cholestadiene exhibiting maxima at 2350 A. and 2450 A„ 
which is formulated by Stavely and Bergmann as id®*®-cholestadiene 
(XVIII). Recently Heilbron, Shaw and Spring (24) have found that 
A*- and J®-cholestene oxides (XIX, XX) on treatment with dilute 
mineral acids give one and the same cholestadiene comparable in its 
physical properties with the J*»®-cholestadiene of Stavely and Berg¬ 
mann. Consequently two structures (XVIII) and (XXI) are possible for 
this hydrocarbon, the available evidence not being sufficient to decide 
between these alternatives. 



O O 


(XVIII) (XIX) (XX) (XXI) 

A series of interesting Walden inversions effected by the replacement 
of the hydroxyl group at €(3) by chlorine have been observed in the steroid 
group, but the absolute orientation of the various products has still to 
be established. Treatment of cholesterol with either phosphorus penta- 
chloride or thionyl chloride gives cholesteryl chloride (25) which on 
catalytic hydrogenation is converted^nto «-cholestanyl chloride, m. p. 116°, 
[WiNDAUS and Hossfeld (26)]. An isomeric jS-cholestanyl chloride, 
m. p. 105®, is obtained by treatment of cholestanol with phosphorus 
pentachloride [Diels and Linn {27); Ruzicka and coworkers (2S)] and 
e/»icholestanol is converted by the same reagent into <x-cholestanyl 
chloride {29). It has recently been shown by Marker {30) that cholestanol 
can be directly converted into a-cholestanyl chloride by treatment with 
thionyl chloride, whereas, as mentioned above, with phosphorus penta- 
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chloride the isomeric / 9 -cholestanyl chloride is obtained. A similar beha< 
viour is exhibited by ^^cholestanol which gives a-cholestanyl chloride 
with phosphorus pentachloride and the ^-isomer with thionyl chloride. 
Hydrolysis of cholesteryl chloride with potassium acetate gives cholesterol 
whereas a-cholestanyl chloride on similar treatment gives e/>tcholestanol 
and again /S-cholestanyl chloride gives cholestanol. Incidentally these 
reactions offer a simple method for the preparation of the hitherto rela¬ 
tively inaccessible «/>fcholestanol. 


KOAc 


Cholesterol 

Ih. 

Cholestanol 
PCljj I KOAc 
i?-Cholestanyl chloride 


PCI* or SOCl, 
SOCl, 


Cholesteryl chloride 

Ih. 

a-Cholestanyl chloride 


SOCl, 


KOAc j I PCI* 
e/>i-Cholestanol 


Concerning the absolute orientation of the various chlorides, it has 
been pointed out by Ruzicka, Wirz and Meyer (29) that since epi- 
cholestanol has a higher melting point than cholestanol it is probable 
that the higher melting a-cholestanyl chloride is ^^tcholestanyl chloride. 
It must be observed however that the melting points of 3-chloroa//ocholanic 
acid (196°) and its methyl ester (135'’) [Barr, Heilbron and Spring (31)] 
in which the halogen atom has the same orientation as in j8-cholestanyl 
chloride, are higher than those of the isomeric acid (176°) and its methyl 
ester (134°) derived from a-cholestanyl chloride [Windaus and Hoss- 
FELD (26); Heilbron, Samant and Simpson (26a)]. If the melting point 
characterisation is correct, Walden inversion has occurred during the 
chloriqation of cholesterol, in the hydrolysis of cholesteryl chloride and 
also when the saturated alcohols are treated with thionyl chloride, but 
not when treated with phosphorus pentachloride. Exactly the opposite 
configurations are chosen by Bergmann (32). 

Although hydrolysis of cholesteryl chloride with potassium acetate 
gives cholesterol, Marker and his co-workers (33) have shown that 7-keto- 
cholesteryl chloride (XXIII) obtained by oxidation of cholesteryl chloride 
(XXII) gives with potassium acetate a mixture of 7-keto-J®»®-cholestadiene 
(XXIV) and the acetate of 7-ketc«!/>»cholesterol (XXV). Reduction of 
the latter using the Wolff-Kischner process gives e/>icholesterol (XXVI). 
Whereas reduction of 7-ketocholesteryl chloride (XXIII) with platinum 
oxide catalyst gives a mixture of a-cholestanyl chloride and 7-hydroxy- 
cholestanyl chloride (XXVII), with aluminium wopropoxide it gives 
7-hydroxycholesteryl chloride which on catal5^"tic reduction also gives a 
mixture of 7-hydrbxycholestanyl chloride (XXVII) and a-cholestanyl 
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chloride. Reduction of the 7-hydroxycholestanyl chloride with sodium 
and amyl alcohol gives a 7-hydroxycholestane (XXVIII). The latter 
compound has also been prepared by Heilbron, Shaw and Spring (24) 
by the reduction of 7-ketocholestane with sodium and amyl alcohol and 
by the catalytic reduction of 7-keto-Zl**®-cholestadiene when it is formed 
in admixture with 7-ketocholestane. 



(XXIII) (XXII) Cholesterol. 
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An interesting Walden inversion has been observed by Beynon, 
Heilbron and Spring (34) who found that methylation of e/>tcholestanol 
by means of potassium and methyl iodide gave cholestanyl methyl ether. 

Miescher and Fischer (55) have recently shown that whereas chole- 
stanol and coprostanol both readily give glycosides, under the same con¬ 
ditions it was not possible to prepare glycosides of e/>»cholestanol and 
^^’coprostanol. 

A collation of the optical rotations of steroids has been effected by 
Callow and Young (36) who point out that inversion of the. hydroxyl 
group at C(3) has but a small optical effect, which is also the case when the 
hydrogen attached to C(5) is inverted. The introduction of an ethenoid 
linkage at C(4)-C{5) causes a great increase in dextrorotatory power, 
a C(5)~C(e) ethenoid linkage effecting an equally large increase in laevoro- 
tation. 

i-Cholesterbl. 

The facile interaction of cholesteryl ^-toluenesulphbnate with alcohols 
was observed by Stoll {37) who showed that with methyl alcohol a 
cholesteryl methyl ether is obtained which like the parent alcohol is 
laevorotatory; it is identical with the ether previously prepared by 
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Diels and Blumberg (25) by the interaction of cnolesteryl chloride, 
magnesium and methyl alcohol. On the other hand with methyl alcohol in 
the presence of potassium acetate, the />-*toluenesulphonate gives an iso¬ 
meric dextrorotatory ether. Wagner-Jauregg and Werner (38) likewise 
observed that on heating cholesteryl chloride with methyl alcohol at 
125® the laevorotatory ether is formed whereas in the presence of potassium 
acetate the dextrorotatory ether is produced. Beynon, Heilbron and 
Spring (jp) have shown that the latter is characterised by an abnormal 
mobility of the methoxyl ^oup; thus on treatment with dilute halogen 
acids it is converted into the corresponding cholesteryl halide; this reac¬ 
tion ‘made available the hitherto unknown cholesteryl iodide and has 
since been employed by Butenandt and Grosse [40) for the preparation 
of dehydroandrosteryl chloride from dehydroandrosteryl-/>-toluenesul- 
phonate. Using the same conditions the laevorotatory cholesteryl methyl 
ether is unaffected by the halogen acids. 

The facile replacement of the methoxyl group in the dextrorotatory 
ether was likewise observed on treatment with bromine, 3:5:6-tribromo- 
cholestane being produced, whereas with the laevorotatory ether the 
reaction consisted simply in the addition of halogen to the ethenoid linkage 
with the formation of 5 :6-dibromochoIestanyl methyl ether. The lability 
of the methoxyl group in the dextrorotatory ether is further exemplified 
by its facile conversion into cholesteryl acetate by means of potassium 
acetate and into cholesteryl chloride by means of acetyl chloride [Beynon, 
Heilbron and Spring Catalytic hydrogenation of the ether is 

accompanied by demethylation, cholestane being obtained in quanti¬ 
tative yield [compare Stoll (37); Wagner-Jauregg and Werner (j< 5 )]. 

Stoll [42) considered that the dextrorotatory ether is a derivative 
of a//ocholesterol from the similarity in optical rotation: 

C«]0 r*ii> 

Cholesterol. —36° a//ocholesterol.•.- + 43.7 

^Cholesteryl methyl ether. —42° ^/-Cholesteryl methyl ether .... +51,8 

a conclusion which was accepted by Ruzicka, Goldberg and Boss- 
hard {43). 

Wallis, Fernholz and Gephart (44) found that treatment of 
cholesteryl />-toluenesulphonate with acetic anhydride and potassium 
acetate gave the acetate of ^-cholesterol, which does not react with per- 
benzoic acid and which gives no coloration with tetranitromethane in 
chloroform. A bridge-ring structure for .^’-cholesterol was advocated by 
these authors who also suggested that it is related to the dextrorotatory 
cholesteryl methyl ether. Stoll {37) had previously shown that cholesteryl 
^-toluenesulphonate is hydrolysed by aqueous acetone to give normal 
cholesterol; by analogy it is to be expected that if the hydrolysis be 
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effected in the presence of excess potassium acetate, the parent alcohol 
of the dextrorotatory ether will be produced. Using these conditions 
Beynon, Heilbron and Spring (45) isolated »-cholesterol in high yield, 
thus establishing its direct relationship to the dextrorotatory cholesteryl 
methyl ether. Furthermore these authors found that this ether, like 
i-cholesterol gives no coloration with tetranitromethane, and is not 
affected either by perbenzoic acid or ozone, thus establishing its saturated 
nature. Moreover ^-cholesterol gives cholesteryl halides on treatment 
with dilute mineral acids and 3:5:6-tribromocholestane on treatment 
with bromine, whilst on methylation it is converted into the dextro¬ 
rotatory cholesteryl methyl ether [compare also Ford and Wallis (46)]. 

It has been shown by Heilbron, Hodges and Spring (^7) that 
oxidation of either f-cholesterol, i-cholesteryl acetate or i-cholesteryl 
methyl ether with chromic acid gives ‘‘heterocholestenone" previously 
prepared by Windaus and Dalmer (48) by treatment of a-3-chloro-6- 
ketocholestane (XXIX) with alcoholic potassium hydroxide. The latter 
authors considered the ketone to be unsaturated but Heilbron, Hodges 
and Spring showed that it contains a bridge ring and has the structure 
(XXX). It follows that i-cholesterol is to be formulated as (XXXa) a 
structure first proposed by Wallis, Fernholz and Gephart (44) [com¬ 
pare Ford, Chakravorty and Wallis (49)], 



OH 


(XXIX) (XXX) ‘ (XXX a) 


An interesting difference in reactivity of the />-toluenesulphonates of 
saturated sterols was observed by Stoll (50) who found that on boiling 
the esters of ergostanol, cholestanol, sitostanol and stigmastanol with 
methyl alcohol the unchanged esters are recovered. Some ether formation 
occurs but the reaction is very slow. On the other hand the esters of 
^/>»ergostanol and ^/)«cholestanol are thereby converted into J*-ergostene 
and J*-cholestene respectively. The configuration of C(j) has no influence 
in this reaction since ^^coprostanol also gives an unsaturated hydro¬ 
carbon. Thus the course of the reaction depends upon the relative orienta¬ 
tion of the hydroxyl group attached to €(3) and the methyl group atta¬ 
ched to C(,o) as in the case of digitonide formation. 


Oxidation of Cholesterol. 

Several interesting oxidations of cholesterol have been effected 
recently. It was shown by Mauthner and Suida (51) that oxidation of 
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cholesteryl acetate yields 7-ketocholesteryl acetate (XXXI) as main 
neutral product. Reduction of (XXXI) with aluminium tsopropoxide 
followed by benzoylation of the crude reaction product gives 3:7~diben- 
zoyloxy- 24 ®-cholestene (XXXII; R = CO'C^H^) which when heated under 
reduced pressure loses one mole of benzoic acid with the formation of 
7-dehydrocholesteryl benzoate^ (XXXIII; R=CO-CeH5) [Windaus, 
Lettr^: and Schenck (52); compare Boer, Reerink, van Wijk and 
VAN Niekerk (5j) ; Schenck, Buchholz and Wiese (5^) ; Koch and 
Koch (55)]. 

y-Dehydrocholesterol (XXXIII; R = H) has been prepared by a 
different route [Barr, Heilbron, Parry and Spring (56)]. Oxidation 
of cholesteryl hydrogen phthalate with alkaline potassium permanganate 
gives the hydrogen phthalate of 3: 7 -dihydroxy-i 4 ®-cholcstene (XXXII). 
The dibenzoate of this diol differs from the 3:7-dibenzoyloxy-J^-cholestene 
described by Windaus, LETTRi: and Schenck, but like the latter, it 
gives on pyrolysis the benzoate of 7-dehydrocholesterol. Hence the diol 
obtained by the hydrogen phthalate method differs from the 3:7-dihydr- 
oxy-^®-cholestene of Windaus et alia solely in the orientation of the groups 
associated with Q(j). In addition to the hydrogen phthalate of 3:7-dihydr- 
oxy-id®-cholestene, oxidation of cholesteryl hydrogen phthalate gives 
the 3-hydrogen phthalate of a tetrahydroxycholestane (probably 3:5:6:7- 
or 3:4:5:6-tetrahydroxycholestane) together with the acid phthalate 
of the hydroxy-keto-acid C27H40O4 (XXXIV) previously obtained by 
the oxidation of cholesteryl acetate by means of chromic acid (Windaus 
and Resau (57)]. 



(XXXI) (XXXII) (XXXIII) 


7-Dehydrocholesterol shows a complete parallelism in its chemical 
reactions with ergosterol [Schenck, Buchholz and Wiese (54)]. It 
exhibits the same typical selective absorption and on irradiation with 
ultra-violet light is converted into an antirachitic vitamin, a property 
to which further reference will be made later. Again, 7-dehydrocholesteryl 
acetate gives an adduct with maleic anhydride and is photochemically 
converted into a “pinacor' [also obtained by Urishabara and Ando (5^)] 
which in its turn is thermally decomposed to give methane and norsterol 
(XXXV) which exhibits the same ultra-violet absorption spectrum as 
neoergosterol. 7-Dehydrocholesterol is photo-oxidised to a peroxide, 

^ The last stage can also be effected by heating the dibenzoate (XXXII) 
with dimethylaniline (Haslewood, Journ. chem. Soc. London, 1938, 224). 
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reduction of which gives J’»cholestene-3:5:6-triol (XXXVI). On re¬ 
duction with sodium and alcohol, 7-dehydrocholesterol gives y-cholestenol 
(XXXVII) which on treatment with perbenzoic acid gives cholestane- 



CO,H 



(XXXIV) (XXXV) 


H,C 


HO 


(XXXVII) 



(XXXVIII) 





HO' 


1 

i 



HO 

OH 

(XXXVI) 



(XXXIX) 


(XL) 


3:7:8-triol (XXXVIII), characterised by the formation of a diacetate. 
On shaking with platinum, y-cholestenol is isomerised to a-cholestenol 
(XXXIX) which is also obtained by the catalytic reduction of 7-dehydro- 
cholesterol. ^-Cholestenol cannot be further hydrogenated, but its ben¬ 
zoate is isomerised by hydrogen chloride to j8-cholestenyl benzoate (XL) 
which on conversion into the acetate followed by hydrogenation gives 
cholestanyl acetate. 

The thermal degradation of 3:7-dibenzoyloxy-J®-cholestene by 
the method of Windaus, Lettri^ and Schenck gives in addition to 
7-dehydrocholesterol an isomer (XLa) which has been studied in detail 
by Windaus, Linsert and Eckhardt (59). 

H,C i 

•“UJ 

(XL a) 

An attempt was made by Bann, Heilbron and Spring (60) to 
prepare 7-methyl-7-dehydrocholesterol (XLI). Treatment of 7-keto- 
cholesteryl acetate with methyl magnesium iodide gives 7-hydroxy-7- 
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methylcholesterol (XLII) together with y-methyleneciiolesterol (XLIII). 
The benzoate of the latter is also obtained by dehydration of 7-hydroxy-7- 
methylchol^steryl benzoate using a variety of conditions, all attempts to 
dehydrate (XLII) to the required 7-methyb7-dehydrocholesterol leading 
to7-methylenecholesterol. The latter does not exhibit the typical properties 
of ergosterol; thus the product obtained by irradiation with ultraviolet 
light is antirachitically inactive [compare Kharasch and Weinhouse (6i)]. 

Reduction of the oxime of 7-ketocholesteryl acetate gives 7-aminochol- 
esterol (XLIV). Distillation of the phosphate, or borate of (XLIV) gives a 
cholestatricne (XLV) [Eckhardt (62)] and not 7-dehydrocholesterol. 


HO! 


i/\/ 


(XLI) 


/\l 




ho! 


(XLIII) 



CH3 

(XLII) 




(XLIV) 



(XLV) 


The oxidation of cholesterol by selenium dioxide has been investigated 
by Rosenheim and Starling (63) who, using acetic acid as solvent 
obtained ^5-3:4-dihydroxy-J^-cholestene (XLVI), characterised as an 
^-glycol by oxidation with lead tetracetate when a dialdehyde was 
obtained, which on further oxidation with hydrogen peroxide yielded 
Diels acid (XLVII) [Diels and Abderhalden (64)]. The latter is also 
formed directly from the diol (XLVI) by oxidation with potassium hypo- 
bromite. Catalytic reduction of the diol (XLVI) gave 3:4-dihydroxy- 
cholestane which on oxidation with hydrogen peroxide gives dihydro- 
Diels acid (XLVIII). as-3 :4-Dihydroxy-J^-cholestene gives an iso-‘ 
propylidene derivative with acetone, a fact which, in conjunction with 
the velocity of the oxidation with Criegee*s reagent establishes the cis- 
orientation of the two hydroxyl groups. The diol is very readily dehydrated 
by dilute mineral acids being thereby converted into J^-cholestehone. 
Treatment of cholesteryl acetate dibromide with either potassium acetate 
and alcohol or pyridine and silver nitrate has been shown to give cfs-4- 
hydroxy-3-acetoxy-J*-cholestene [Petrow (65)]. Oxidation of cholesteryl 
acetate with selenium dioxide followed by hydrolysis gave as main product 
a higher melting diol which was thought to be the isomeric trans-3:4- 
dihydroxy-J*-cholestene, since like the as-3:4-diol it gives J^-choleste- 
none on treatment with dilute mineral acids [Rosenheim and Starling 
((5j)]. This diol was also isolated by Rosenheim and Starling from the 
resinous product “oxycholesterol" obtained by Lifschutz (66) by the 
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action of sodium acetate upon cholesterol dibromide. Butenandt and 
Hausmann (67) showed that in reality the higher melting diol is 3:6-di- 
hydroxy-d^-cholestene (XLIX) by the following series of reactions. 


H,C I 


HOI 


OH 

(XLVI) 



HX 




HO,C /\/ 


(XLVII) 


H,C 


HOl 


X/'X/ 

OH 


(XLIX) 



HO,C /X/ 
HO,C 

(XLVIII) 




Oxidation of the diol with chromic acid gives a keto-dicarboxylic acid 
C27H42O5 (L) the constitution of which is established since it is also formed 
by the chromic acid oxidation of 3:6-diketo-J^-cholestene. Furthermore 
on oxidation with aluminium isopropoxide in the presence of acetone the 
diol gives 3:6-diketocholestane (LI). The formation of this 3:6-diol by the 
action of sodium acetate on cholesterol dibromide is now readily interpreted. 

An interesting suggestion was made by Rosenheim and Starling (63) 
concerning the conversion of cholesterol into coprostanol by the animal 
organism. The unusually easy dehydration of 3.4 -dihydroxy-J®-cholestene 
into J^-cholestenone suggested that cholesterol is first oxidised to the 
dibl, dehydrated to J^-cholestenone, bacterial reduction of which gives 
coprostanol. A large increase in faecal coprostanol was observed after 
the administration of / 4 ^-choiestenone to rats and a distinct effect was 
obtained with the cw-3:4-diol. Similar results using zl^-cholestenone 
were obtained by Schoenheimer, Rittenberg and Graff {68), 

By mild oxidation of either 3-acetoxy- or 3-benzoyloxy-4-hydroxy- 
/ 4 *-cholestene, Rosenheim and King (69) have obtained products which 
on hydrolysis are converted into 3:4-diketo-Zl®-cholestene (LII) pre¬ 
viously obtained by Inhoffen (70) and by Butenandt and Schramm (7J) 
by a different method. 



The dehydration of 3:5 : 6-trihydrocholestane (LV) has been examined 
by Lettr6 and Muller (72). llie object of the experiments was to 
explore the possibility of dehydration of the triol to 7-dehydrocholesterol 
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[compare the dehydration of ergostadientriol to dehydroergosterol, 
WiNDAUS and Linsert (7j)]. The dibenzoate of 3:5:6-trihydroxy- 
cholestane loses one mole of benzoic acid on distillation under reduced 
pressure and gives the benzoate of ^-cholesterol oxide. The diacetate of 
the triol likewise loses one mole of acetic acid when distilled with barium 
carbonate and gives dx-cholesteryl acetate oxide. A similar observation of 
the tendency of a derivative of an a-glycol to revert to its parent oxide was 
made by Heilbron, Shaw and Spring ( 24 ) who in an attempt to convert 
6-acetoxy- and 4-acetoxy-5-hydroxycholestane into the corresponding 
xanthogenate esters, found that loss of acetic acid occurred in each case 
with the formation of J®- and .d^-cholestene oxides respectively. 3:5:6- 
trihydroxycholestane (LV) gives 5-chloro-3:6-dihydroxycholestane (LIII) 


H,C 




!/\/ 


HO' 


Cl I 
OH 
(LIII) 



OH 

(LIV) 


on treatment with hydrogen chloride, the dibenzoate of which on treatment 
with quinoline gives the dibenzoate of a 3:6-dihydroxy-/l*-cholestene (LIV) 
which is not identical with the diol prepared by Westphalen (74) [com¬ 
pare Dunn, Heilbron, Phipers, Samant and Spring (75)] by the de¬ 
hydration of the triol with acetic anhydride and sulphuric acid. The 
constitution of (LIV) was established by its oxidation to 3;6-diketo- 
cholestane.^ The Westphalen diol cannot be stereoisomeric since on 
oxidation .it gives neither 3:6-diketocholestane nor 3:6-diketo-4*- 
cholestene; a possible structure (LVI) is suggested in which dehydration 
of 3:5:6-cholestantriol (LV) has been effected by a retropinacolinic change: 



Similar experiments with the same object have been described by 
Petrow (65). 

Treatment of cholesterol dibromide with pyridine gives diolesterol 
[WiNDAUS and LCders (76)]; with pyridine and silver nitrate at room 
temperature, however, ‘-cholestadienol is isolated; it is characterised 

* It has since been shown by Petrow, Rosenheim and Starling (Jonm. 
chem. Soc. London, 1938, 677) that the “diol" described by Lettr* and MOixer 
and formulated by these authors as (LIV) is in reality 6-ketocholestanol. 


S' 
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by its absorption spectrum and by the strong blue coloration given with 
the antimony trichloride reagent [Dane and Wang (77), compare Barr, 
Heilbron, Parry and Spring (56)]. 

Oxidation of cholesterol with osmic acid has been shown to give cis- 
cholestane-3:5:6-triol [Ushakov and Lutenberg ( 7 < 5 )]. 

The oxidation of sterol oxides has recently been examined by Ru- 
ziCKA and Bosshard (79). Oxidation of a-cholesterol oxide (LVII) with 
chromic acid 5delds 5-hydroxy-3:6-diketocholestane (LVIII) which on 
distillation under reduced pressure is converted into 3:6-diketo-^^- 
cholestene (LIX). This is a great improvement upon the older method of 
preparation of the latter [Mauthner and Suida; Pickard and Yates (80)]. 



o 


(LVII) (LVIII) (LIX) 

The action of perbenzoic acid upon both and J®-cholestenone has 
been examined by Ruzicka and Bosshard (79); whereas the former is 
unchanged by this reagent the latter gives two isomeric oxides, the consti¬ 
tution of the lower melting isomer (LX) being established by its con¬ 
version into 3:6-diketocholestane (LXI) on treatment with sulphuric acid. 



(LX) (LXI) 


Some interesting results have been obtained by Ruzicka, Oberlin, 
WiRZ and Meyer (81) by the oxidation of e^icholestanyl acetate with 
chromic acid at 90®. Fractionation of the semicarbazone mixture gave 
the aldehyde (LXII) in addition to androsterone (82), 



(LXII) (LXIII) 


If the oxidation be effected at 20-30® the hydroxy ketone (LXIII) is 
isolated in relatively large yield, the formation of androsterone being 
suppressed [cf. Ouchakov, Epifansky and Tchina£va (Sj)]. 
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In a like manner the oxidation of cholesteryl acetate dibromide has 
been reinvestigated [compare Ruzicka and Wettstein {84 ); Wallis 
and Fernholz (<95); Butenandt, Dannenbaum, Hanisch and Kud- 
sus (< 96 )]. By effecting the oxidation at 28-30°, Ruzicka and Fischer (<^7) 
have succeeded in isolating and characterising, in addition to dehydro- 
androsterone (LXIV), the unsaturated keto-alcohol (LXV) and/d®-pregne- 
nolone (LXVI), the latter having also been obtained by Fujii and Matsu- 
kawa ( 88 ). 


CH, 

I 



(LXIV) (LXVI) (LXV) 


It has recently been shown by Discherl and Hanusch (8g) that 
direct oxidation of zJ^-cholestenone (LXVII) with chromic acid gives 
androstendione (LXVIII) and progesterone (LXIX) in small yields. 




The sulphonation of various sterol ketones has been investigated by 
WiNDAUS and Ruhr (go). Treatment of J^-cholestenone with acetic 
anhydride and sulphuric acid gives cholestenone sulphonic acid (LXX); 
it is freely soluble in water and has the property of forming water soluble 
adducts with cholesterol, cholestene, 2l^-cholestenone and vitamin D. 
Similar water soluble derivatives are given by the sodium salt of cho- 
lestenonesulphonic acid and the carcinogenic hydrocarbons methyl- 
cholanthrene and benzpyrene. The constitution of the sulphonic acid 
(LXX) is established by the following reactions: on oxidation with potas¬ 
sium permanganate it is converted into the diketo-dihydric alcohol 
(LXXI) which is also formed by the oxidation of 3: 6 -diketo-i 4 ^holestene 
(LXXII), together with the tricarboxylic acid (LXXIII). Dehydration 
of (LXXI), is readily effected with formation of the triketone (LXXIV)l. 
which reacts as the enol (LXXV). Furthermore, hydrogenation of the 
add (LXX) gives a tetrahydroderivative (LXXVI) which on oxidation 
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gives the well known ketodicarboxylic add (LXXVII) also obtained by 
the oxidation of 3:6-diketocholestane. 



(LXXIII) (LXXIV) (LXXV) 

Sulphonation of cholestanone (LXXVIIiy gives 3-ketocholestane-2- 
sulphonic add (LXXIX), the constitution of which is established by its 
oxidation to the dicarboxylic acid (LXXX) which is also obtained by the 


H,C I 



SO,H 

(LXXVI) 



(LXXVII) 
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direct oxidation ot cholestanone (LXXVIII). Sulphonation of copro- 
stanone (LXXXI) gives 3-ketocoprostane-2-sulphonic acid (LXXXII), 
a behaviour in striking contrast to that of the ketone on bromination 
when the ingoing halogen atom assumes the C(4) position. Oxidation of 
(LXXXII) gives the hitherto unknown dicarboxylic acid (LXXXIII) 
differing from the isomeric (LXXX) in the orientation of the groups 
associated with €(5). 

Bromination of Steroid Ketones. 

The aromatisation of ring A of the steroid nucleus is of interest both 
from the theoretical and practical standpoint. Starting from the easily 
accessible J^-cholestenone, the elimination of one mole of methane should 
give a phenol and the application of such a reaction to androstenedione 
should then offer a route for the conversion of cholesterol into oestrone, 
the female sex hormone. 






Apart from the importance of obtaining a partial synthetic method 
for the preparation of oestrone, such a transfomiatioii has a theoretical 
value in that it would supply a proof that oestrone is stereochemically 
allied to cholesterol. With the general object of effecting this elimination 
of methane, many investigations have been made on the stability of 
polyunsaturated steroid ketones prepared by bromination methods. 

An interesting result is recorded by Inhoffen (gi) who reports that 
removal of hydrogen bromide from the dibromide of androstanedione 
gives a diethenoid ketone which on heating in an inert atmosphere loses 
methane and gives a substance which is phenolic in nature and which is 
formulated as (LXXXIV) a structure in accord with its ultra-violet 
absorption spectrum. 


(LXXXIV) 

a) Cholestanone. Monobromination of the stereoisomeric cholestanone 
(LXXXV) and coprostarion^ (LXXXVI) give 2-bromocholestanone 
(LXXXVII) and 4-bromocoprostanone (LXXXVIII) respectively XBute- 
NANDT and Wolff (92)]. The constitution of bromocoprostanone was 
established by treatment with pyridine when it was smoothly converted 
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into J*-cholestenone (LXXXIX). With the same reagent however, 2-bromo- 
cholestanone gives only a p5rridinium complex but with potassium acetate 
in a sealed tube Ji-cholestenone (XC) is formed. The position taken 
up by the entering halogen atom in the case of 3-ketosteroids thus 
depends upon the relative orientation of rings A and B, a fact amply 



O: 


chT 


V / 

H 

< ✓ 


\, 


(XC) 



Br (LXXXVIII) 

I 





(LXXXIX) 


confirmed by a study of the cts-decalin derivatives pregnanedione, 
3-ketoWs«orcholanic acid and 3-ketopregnanol, all of which, give 4-bromo- 
substitution products, and of the ^rans-decalin derivatives a/fopregnane- 
dione and 3-ketoWsworfl/tocholanic acid which give 2-bromosubstitution 
products [Butenandt and co-workers (93)]. A dibromide of cholestanone 
has been described by Ruzicka, Bosshard, Fischer and WiRZ (94) 
[compare Dor6e (95)] which on heating with o-phenylenediamine gives 
a quinoxaline derivative. Since the halogen atom in monobromocholesta- 
none has been shown to be at C(,), Ruzicka and his collaborators formu¬ 
lated the dibromide as 2:2'-dibromocholestanone. Likewise the same 
authors described a dibromocoprostanone formulated as a 4:4'-dibromide 
since it also gives a quinoxaline derivative. Butenandt, Schramm, 
Wolff and Kudsus {96) obtained the same dibromochole/tanone by the 
further bromination of z-bromocholestancme (LXXXVII) and demon- 





Recent Advances in the Chemistry of the Sterols 


73 


strated that it is a 2 :4-dibroinide (XCI) since on treatment with potassium 
acetate in butyl alcohol it yields 3:4-diketocholestane (XCII), the consti¬ 
tution of which is established by its oxidation to dihydro-DiELS acid 
(XCIII) by hydrogen peroxide. They therefore claim that the quinoxaline 
formation described by Ruzicka et alia must have been accompanied 
by rearrangement. 

The formulation of Butenandt and co-workers has been confirmed 
by Inhoffen (97) who found that treatment of the dibromide with 
potassium benzoate gives the two isomeric benzoates (XCIV) and (XCV) 
which on hydrolysis are converted into 3:4-diketocholestane (XCII) 
and 2:3-diketocholestane (XCVI) respectively. 



(LXXXVII) // Br 

/ (XCI) 





(XCVI) (XCVII) 



HO.C /\/ 
HO,C 


(XCIII) 


The constitution of 2:3-diketocholestane follows from its facile oxi¬ 
dation to the known dicarboxylic acid (XCVII) [Windaus and 
UiBRiG {9^)]. it gives a quinoxaline derivative identical with that pre¬ 
pared by Ruzicka, Bosshard, Fischer and Wirz (94) from dibromo- 
cholestanone. The formation of the two diketones thus confirms the 
location of the two bromine atoms in dibromocholestanone. 

ScHWENK and Whitman (99) describe various experiments designed 
to remove hydrogen bromide from mono- and dibromocholestanones. 
Dibromocholestanone gives a pyridinium salt with p5nidine whilst with 
dimethylaniline it gives a compound which the authors consider to have 
the probable formula (XCVIII) methane having been lost during the 
reaction. Treatment of 2-bromocholestanone with p5aidine gives the p3ni- 
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dinium compound^ described by Butenandt and Wolff (joo) but with 
dimethylaniline cholestanone is the chief product. 



b) 5:6-Dibromocholestanone and .^^-Cholestenone. If cholesterol 
dibromide be oxidised with chromic acid it yields 5:6-dibromocholesta- 
none (XCIX) which on further bromination (in the presence of ether) 
gives 4:5:6-tribroniocholestanone (C), m. p. 138° [Inhoffen ( ioi )]. On 
heating this tribromide with sodium iodide in alcohol-benzene it gives 
the enol ethyl ether of 3:6-diketo-/d^-cholestene previously prepared by 
WiNDAUS (X02); of the alternative structures (Cl) and (Cl a) the former is 
preferred since the compound fails to give an adduct with maleic anhydride. 

Treatment of the tribromide (C) with one mole of potassium acetate 
gives a dibromo-unsaturated ketone (CII) which shows the light absorption 



(CHI) (CIV) 


^ See also Ruzicka. Plattnbr and Abschbachbr, Helv. chim. Acta zi , 866 
(1938). 
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properties of an a,/J-unsaturated ketone and this on treatment with 
sodium iodide in alcohol gives the enol-ether (Cl). On heating either the 
tribromide or the dibromide (CII) with excess potassium acetate a keto 
end acetate (CIII) is formed, hydrolysis of which gives 3:4-diketo- 
cholestene (CIV) [Inhoffen (70)], Thus using acid conditions tribromo- 
cholestanone gives a compound oxygenated at C(6) (enol ether of 3:6- 
diketo-id*-cholestene) whereas using neutral conditions oxygenation at 
C(4) results. The mechanism of formation of the enol ethyl ether is 
formulated as follows: 



The bromination of 5:6-dibromocholestanone has also been studied 
by Butenandt and Schramm (71). Using acetic acid as solvent an 
isomeric 4:5: b-tribromocholestane (CV), m. p. 106° is obtained differing 
from that described by Inhoffen in the orientation of the C(4)-halogen 
atom. Further bromination of this gives : 4:5:6-tetrabromocholesta- 
none (CVI). The constitution of the new tribromoketone is established 



(CVII) 


by the observation that on treatment with sodium iodide and alcohol 
it is converted into the enol ether of 3:6~diketo-id^-cholestene, The 
constitution of the tetrabromoketone is established by its conversion 
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by potassium acetate into 3:4-diketo-^®-cholestene (CIV) [previously 
obtained by Inhoffen (70)], the constitution of which, in its turn, follows 
from its oxidation by hydrogen peroxide to 7-kefo-DiELS acid (CVII) 
[WiNDAUS ( 103 )], The relationship of the two isomeric tribromoketones 
and tetrabromocholestanone would be established if the Inhoffen 
tribromoketone (m. p. 138°) likewise gave tetrabromocholestanone. This 
however is not the case for on attempted bromination, the Inhoffen 
tribromide gives an a,;S-unsaturated tribromoketone (CVIII). This is also 
obtained from the dibromide (CII) described by Inhoffen (97) and also 
remarkably, from the tetrabromoketone (CVI) on warming with alcohol 









/: BrI 

H Br 


(CV) 



(CVl) 


O:. 

Br Br Br 



(C) 





Br BrBr 
(CVIII) 


when loss of hydrogen bromide followed by an allyl rearrangement 
occurs. Since the same a,/?-unsaturated ketone is obtained from both 
isomeric tribromoketones, it follows that they differ only in the orientation 
around C^). 
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The direct bromination of zl^-cholestenone has also been studied in 
detail [Inhoffen (X04)’]. Whereas in the presence of potassium acetate 
this ketone fails to react with bromine, in the presence of hydrogen 
bromide it gives the two isomeric 4:6-dibromO“Zl^-cholestenones (ClI) 
and (Clla). It is consequently concluded that /d^-cholestenone reacts as 
its enol (CIX), the formation of the two dibromides being now represen¬ 
ted as: 
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HO! 


(CIX) 


HO 

Br 
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This mechanism is confirmed by the observation that treatment of 
cholestenone enol acetate (CX) [compare Ruzicka and Fischer (105)] 
with bromine in the presence of potassium acetate gives a monobromo- 
ketone (CXI) which on further bromination in the presence of hydrogen 
bromide gives the dibromide (CII). 

H,C I 

(CX) 


HX I 



(CXI) Br 



(CII) Br Br 


HX 


ho! 



I 

Br 


The monobromoketone (CXI) has also been prepared by Ruzicka, 
Bosshard, Fischer and Wirz (94) by the partial debromination of 
5:6-dibromocholestanone with potassium acetate. 

Treatment of J*-cholestenone with four moles of bromine gives a 
dibromoketone (CXII) characterised by its strong absorption band at 
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o 

2970 A. [Butenandt, Schramm and Kudsus (106); compare Ruzicka, 
Bosshard, Fischer and Wtrz (9^)] which is also formed from 4:4:5:6- 
tetrabromocholestanone (CVI) by the action of potassium acetate. 

By the action of a further mole of bromine on the dibromide (CXII), 
a diethenoid tribromide (CXIII) is obtained, which can also be obtained 
by the direct bromination of J^-cholestenone. This on treatment with 
hydrogen bromide in acetic acid loses one mole of hydrogen bromide 
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and gives a triethenoid dibromide which is formulated as (CXIVa) 
or (CXIVb). This compound represents the final phase in the bromi¬ 
nation of zj^-cholestenone from which it can be prepared directly. 

^c) 6-Ketocholestanyl acetate. Bromination of the saturated keto- 
acetate (CXV) in ether-acetic acid with one molecular proportion of 
bromine [Heilbron, Jones and Spring (J07)] gives 5-bromo-6-keto- 
cholestanyl acetate (CXVI), the constitution of which is established by 
the following series of reactions. The monobromide on treatment with 
pyridine is converted into 6-keto-3-acetoxy-J^-cholestene (CXVII) which 
shows the t3rpical light absorption properties of an «,j8-unsaturated 
ketone. Hydrolysis of (CXVII) with hot methyl alcoholic potassium 
hydroxide gives 3:6-diketocholestane (CXVIII) whereas with the cold 
reagent 3-hydroxy-6-keto-J^-cholestene (CXIX) is obtained which when 
heated with alcoholic potassium hydroxide is isomerised to 3:6-diketo- 
cholestane (CXVIII). Reduction of (CXVII) with aluminium isopropoxide 
gives a 3:6-dihydroxy-J^-cholestene (CXX) which differs from the diol 
of this constitution described by Butenandt and Hausmann (67). 
Hydrolysis of the monobromide (CXVI) gives 3:5-dihydroxy-6-keto- 
cholestane (CXXI) which differs from the previously described dihydr- 
oxyketone of this constitution [Schenck (108)], 

If the bromination of 6-ketocholestanyl acetate be effected in boiling 
ether-acetic acid the isomeric 7-bromo-6-ketocholestanyl acetate 
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(CXXII) is obtained; this compound is also formed from the 5-mono- 
bromide (CXVI) on heating in the presence of hydrogen bromide. The 
constitution of the monobromide (CXXII) is established by the obser¬ 
vation that on treatment with pyridine and silver nitrate it gives 6; 7- 
diketocholestanyl acetate (CXXIII) while on hydrolysis 3:7-dihydroxy- 
6-ketocholestanyl acetate (CXXIV) is formed. 
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Treatment of 6-ketocholestanyl acetate with two moles of bromine gives 
5:7-dibromo-6-ketocholestanyl acetate (CXXV) after one hour, whereas 
if the reaction mixture be allowed to stand for 18 hours before working up, 
the isomeric 5': 7-dibromo-6-ketocholestanyl acetate (CXXVI) is formed 
[Heilbron, Jackson, Jones and Spring [log)]. The presence of a halogen 
atom at €(7) is established by the fact that treatment of either dibromide 
with hydrogen bromide gives 7-bromo-6-ketocholestanyl acetate (CXXII). 

Bromination of 5-bromo-6-ketocholestanyl acetate (CXVI) with one 
mole of bromine in the presence of hydrogen bromide gives either of the 
dibromides (CXXV) or (CXXVI) according to the experimental condi¬ 
tions, whereas bromination of the isomeric y-bromo-b-ketocholestanyl 
acetate (CXXII) gives only the 5:7-dibromide (CXXV). 

The action of pyridine upon either dibromide gives 6-keto-3-acetoxy- 
J*»^-cholestadiene (CXXVII) and 7-hydroxy-3-acetoxy-6-keto-J^-chole- 
stene (CXXVIII), The former is characterised by its conversion into 
3:6-diketo-J^-cholestene on hydrolysis with sodium methoxide. Treatment 
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of 5':7-dibromo-6-ketocholestanyl acetate (CXXVI) with potassium 
acetate gives 7-bromo-6-keto-3:5'-diacetoxycholestane (CXXIX) which 
on debromination with aluminium amalgam gives 6-keto~3:5'-diacetoxy- 
cholestane (CXXX), identical with that described by Schenck {io 8 ). 
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Hydrolysis of the latter results in the formation of 3:5'-dihydroxy-6- 
ketocholestane which differs from the isomer (CXXI) in the orientation 
of the C(5) hydroxyl group. With sodium acetate in alcohol the dibromide 
(CXXVI) gives 7-bromo-6-keto-3:5'-diacetoxycholestane (CXXIX) to¬ 
gether with 6-keto-3-acetoxy-7-ethoxy-J^-cholestene (CXXXI) and 6:7- 
^ketocholestanyl acetate (CXXXII), while with potassium acetate in 
n-butyl alcohol a product exhibiting an intense ferric chloride coloration 
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(<x-diketone) is formed which on crystallisation, from methyl alcohol gives 
6 -keto- 7 -methoxy-/ 4 **^*^-cholestatriene (CXXXIII) (the enol methyl 
ether of 6 : y-diketo-Zl^'^-cholestadiene). 

d) 7-Ketocholestanyl acetate. Monobromination of 7-ketocholestanyl 
acetate [Barr, Heilbron, Jones and Spring (jjo)] gives a mixture of 
(X- and / 5 - 6 -bromo- 7 -ketocholestanyl acetates (CXXXIV) which differ in 
the orientation of the groups associated with C(6), the ^x-isomer being 
converted into the )S-form on treatment with hydrogen bromide. The 
constitution of both monobromides follows from their ready conversion 
into 7-keto>3-acetoxy-J®-cho]cstene (CXXXV) and 7-keto-/d®*®-cholesta- 
diene (CXXXVI) on treatment with pyridine, the elimination of hydrogen 
bromide, however, being slower in the case of the jfif-isomer. This difference 
in reactivity is clearly illustrated by the reactions of the two monobromides 
with pyridine and silver nitrate; whereas the (x-isomer gives 7-.keto-3“ 
acetoxy-J®-cholestene (CXXXV) the / 5 -isomer gives 6,7-diketocholestanyl 
acetate (CXXXVII), a behaviour attributed to the inherent difficulty of 
removal of hydrogen halide with consequent tendency to hydrolysis and 


oxidation. 
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Ergosterol and its Photoisomerides. 

a) Ergosterol, Hydrogenation of ergosterol with a platinum catalyst 
gives ix-ergostenol (CXXXVIII) which is resistant to further reduction 
[Heilbron and Sexton (jjt)] ; it is also obtained by the catalytic reduction 
of dihydroergosterol which in its turn is obtained by the reduction of ergo¬ 
sterol with sociium and alcohol [Windaus and Brunken [112)1, Isomeri¬ 
sation of a-ergostenyl benzoate with hydrogen chloride gives the benzoate 
of / 5 -ergostenol (CXXXIX), the acetate of which gives the saturated 
ergostanyl acetate on further reduction [Reindel, Walter and Rauch 
(J ij); HEiLBkON and Wilkinson (jj-^)]. A third isomer, y-ergostenol 
(CXL) obtained by the reduction of 22-dihydroergosterol with sodium 
and alcohol is isomerised to ^x-ergostenol on shaking with a palladium or 
platinum catalyst [Windaus and Langer (9^)]* 

The location of the ethenoid linkage ip / 5 -ergostenol has been unam¬ 
biguously established by a study of the products of ozonolysis. After 
decomposition of the ozonide the product was thermally decomposed 
whereby an unsaturated aldehyde, Ci2H220 (CXLI), and a ketoacetate 

Fortsefaritte d. Chem. org. Naturst. I. 6 
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(CXLII) were isolated. The structure of the latter was established by its 
dehydrogenation with selenium to 2-methylphenanthrene [Achter- 



^-Dihydroergosterol. (CXXXVIIl) (CXXXIX) 


MANN (ii6)]. Furthermore, by distillation of the acidic fragment of the 
ozone product under reduced pressure Laucht (ig) obtained the enol- 
lactone (CXLIII) of the keto-acid (CXLIV). 


CH, CH, 



(CXUV) (CXLIII) 


Both and /^HHfoilaiob give ddiydroergostenol on treatment with 
perbenzoic add (WiMDtaM and LfhTRiNGHAUS (117); Hohiuson and 
Simpson (ixd)] yMAmmpomd h also obtamed by the actkai of hydrogen 
chloride on [Windaus and Langes (X15)] and by 

the action of se l en i—1 .dkndde on ^-exgost^ol [Callow (Jig)]* 
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The oxidation of ergosterol, ergosteryl acetate and Inmisterylacetate 
by means of chromic acid has been studied by Burawoy From the 
former, ergostadiene-3:6-*dion-5-ol (CXLV) is obtained in good yield, 
identical with the product of oxidation of ergostadiene-3:5:6-triols I 
and II (CXLVI) [Dunn, Heilbron, Phifers, Samant and Spring (75)]. 
Oxidation of ergosteryl and lumisteryl acetates gives 3-acetoxy-ergo- 
stadien-6-on-5'Ol (CXLVII) and 3-acetoxy-lumistadien-6-on-5-ol respect¬ 
ively. 
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H,C I 

HO I 



Ac0^i\^ 
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An investigation of ergosterol -B3 has been undertaken by Chen ( 12 j). 
Marker and his collaborators claimed to have prepared oestrone 
from ergosterol by the following route: Photodehydrogenation of ergosterol 
gives a “pinacol** [Windaus and Borgeaud (122)] which on thermal de¬ 
gradation loses methane and yields w^oergosterol (CXLVIII) [Bonstedt 
Inhoffen (J2 ^)].i On heating the latter with platinum, tetra- 
dehydron^oergosterol (CXLIX) [Honigmann (125)] is produced, which 
with sodium and amyl alcohol was stated by Marker, Kamm, Oakwood 
and Laucius {126) to give a phenol (CL), reduction of ring B having 
occurred. The acetate of the latter on chromic acid oxidation followed 
by hydrolysis gave a compound which, it was claimed, was identical 
with natural oestrone, chemically, physically and physiologically. 



Later, however, Windaus and Deppe (127) reported that reduction of 
tetradehydronfoergosterol with sodium and amyl alcohol gives epineo- 
ergosterol (CLI) and not a f^ienol of the structure (CL). The constitution 
of the reduction product was established by the observation that it is 
also formed by the epimerisation of neoergosterol by means of sodium 
amyloidde, and further by the fact that both n^rgosterol and the re- 


^ According to Urushibara and Ando: Bull. chem. 3 oc. Japan xi, 757 (X936), 
an isomeric tsonsoergosterot m. p., 138-239®, is formed together with neoergc^tcrol. 
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duction product give one and the same product “ergopentaene"' (CLII) 
on treatment with sodium ethoxide.^ 



^ (CLI) (CLII) 


Using the method of Wieland and Jacobi {128), Fernholz (i2g) 
attempted to prepare ergostane from a//ocholanic acid, but a new asym¬ 
metric centre (€(24)) is introduced in the synthesis and the product differed 
considerably in its optical rotation from ergostane. 

The preparation of ergostatrienone (CLIII) has been described by 
Oppenauer (5) by the oxidation of ergosterol with aluminium tert, but oxide 
using acetone as hydrogen acceptor. It is an ^x,j 9 -unsaturated ketone, the 
J^-linkage of ergosterol having migrated to the zJ*-location. Ergosta¬ 
trienone has also Igeen prepared by Wetter and Dimroth (jjo) from the 
ergosteryl acetate-maloic anhydride adduct. Mild hydrolysis of the latter 
gives ergosterol maleic anhydride, oxidation of which to the corresponding 
ketone followed by thermal removal of the maleic anhydride gave ergo¬ 
statrienone together with an isomeric ketone tsoergostatrienone (CLIV) 
which is also formed by the isomerisation of ergostatrienone with methyl- 

C9H17 



(CLIII) (CLIV) 

alcoholic hydrogen chloride. Hydrogenation of ergostatrienone with 
palladium in neutral solution followed by hydrogenation of the product 
with platinum in neutral solution [compare the hydrogenation of J^-cho- 



(CLV) 


(CLVI) 


See alsp Chakra vorty and Wallis, Journ. Amer. chem. Soc. 60, 1379 (1938). 
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lestenohe and coprostanone Grasshof (jjj); Ruzicka (20)] gave a satu¬ 
rated alcohol (CLV) which is not precipitable by digitonin and which is a 
higher homologue of ^/)tcoprostanol. It is in part isomerised by sodium 
ethoxide to a digitonin precipitable alcohol (CLVI) which is a higher 
homologue of coprostanol. In agreement with the observations of 
Lettr6 {132) upon the formation of molecular compounds, (CLV) gives 
a marked elevation in melting point on admixture with ergostanol and 
a similar behaviour is observed on admixture with lumistanol. 

b) Lumisterol and the Pyrocalciferols. The investigations of 
WiNDAUS and his collaborators have established that the photoirradiation 
of ergosterol leads to the following* series of changes: 


Ergosterol —> Lumisterol 


Tachysterol 


Calcilerol —> 


Toxisterol 

Suprasterols I and II 


Some evidence existed for the belief that ergosterol can be directly 
isomerised to tachysterol. It has recently been shown by Dimroth (ijj), 
however, that this is not so, and that lumisterol is an invariable inter¬ 
mediate in the photochemical series. 

The constitution of calciferol has been shown to be (CLVII) a representa¬ 
tion which can now be regarded as correct in every detail 

An investigation of tachysterol has been undertaken by Grund- 
MANN (jj5) who has shown that it does not contain an exocyclic ethylenic 
linkage and that it is not unsaturated at G(5)-C(6) and C(7j-C(8). Whilst 
the evidence is. of a purely negative character it is concluded that tachy¬ 
sterol is best represented by the structure (CLVIII). 

In contrast to calciferol which is tetraethenoid and consequently 
tricyclic, lumisterol, dike ergosterol is triethenoid and tetracyclic [Heil- 
BRON, Spring and Stewart Dimroth (137)]. Furthermore, like 

ergosterol, lumisterol contains a side chain ethylenic linkage, for on 
ozonolysis it giyes methyh’sopropylacetaldehyde [Guiteras The 

characteristic ultra-violet absorption spectrum of lumisterol shows that 
the nuclear ethylenic linkages are conjugated, and present in the same 
ring, a conclusion confirmed by the formation of methylbenzenetetra- 
carboxylic acid on oxidation of lumisterol with nitric acid [Inhoffen (jJ 9)] 
and by the formation of an adduct of maleic anhydride and lumisteryl 
acetate [Heilbron, Moffet and Spring (140)]. Heilbron, Spring and 
Stewart {136) showed that the nuclear ethenoid linkages of lumisterol 
are in the same position as those of ergosterol since like the latter, on 
oxidation with perbenzoic add it gives a lumistadienetriol monobenzoate. 
Furthermore the same authors showed that lumisterol is dehydrogenated 
with mercuric acetate to a dehydrolumisterol. 

In addition to lumisterol; two other stereo-isomers, pyrocalciferol 
and tsopyfocaldferol, exhibit the same absorption spectrum as ergosterol 
[Busse MUller {142)]. The pyrolysis of calciferol has therefore 
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resulted in the refcnination of the ergosterol ring system (CLIX) with 
the appearance of two new asymmetric centres at €(9) and C(xo)- 




Four stereoisomers of the structure (CLIX) are possible in which the 
only variants are €(9, and C(xo); Windaus and Dimrotk (143) assumed 
that these four* isomers are pyrocalciferol, isopyrocaldferol, ergosterol 
and lumisterol. This hypothesis received support from the observation 
that dehydrogenation of pyrocalciferol with mercuric acetate gave de- 
hydrolumisteroL while similar treatment of «Gp5n:ocalciferol gave dehydro- 
ergosteroL The formation of dehydioergosterol from ergosterol consists 
in the introduction of a J^-ethenoid linkage [Muller {14^)], dehydro- 
ergbsterol being (CLX) and since dehydrolumisterol shows the same 
characteristic absorption spectrum as dehydroergosterol it must be a 
stereoisomer of the latter. Hence it is clear that tsopyrocalciferol and 
ergosterol can only differ in the orientation around €(9), a statement 
likewise true in the case of pyrocalciferol and lumisterol. Windaus and 
Dimroth consequently came to the conclusion that, if the stereo-arrange¬ 
ment of C(9) and C(xc) in ergosterol be arbitrarily indicated by -f, the 
following arrangement represents the four isomers: 


^(9) 

Ergosterol (CLXI) . 

f^o-Pyrocalciferol (CLXII) . — 



C(xo) 

+ 


Lumisterol (CLXIII). + (?) 

Pyrocalciferol (CLXIV) ... — (?) 



Dehydrolumisterol (CLXV) 



It was not possible to decide whether the orientation around €(9) 
in lumisterol is the same as or different from that of ergosterol. 

The allocation of these structures is based.upon the assumption that 
the hydroxyl group has the same orientation in the four isomers and that 
only C(9) and C(xo) are sterically variable, and that the inability of lumisterol 
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and pyrocalciferol to form digitonides is to be ascribed to the fact that 
the methyl group attached to C(io) has an orientation different from that 
in ergosterol. 

An equally satisfactory representation of the properties of the four 
isomers is obtained if C(3) and be assumed to be the stereovariants, 
such an assumption leading to the following structures: 

^( 3 ) ^( 9 ) ^( 3 ) 


Ergosterol. + + 

t50>Pyrocalciferol. i 

Lumisterol . — + (?) 

Pyrocalciferol. — (?) 


Dehydroergosterol 
—► Dehydrolumisterol 


+ 


If this arrangement is correct ^/)tergosterol must be identical with 
either lumisterol or pyrocalciferol (according to the orientation around C(9)) 
and similarly ^/>^lumisterol must be identical with either ergosterol or 
isopyrocalciferol. Furthermore dehydroergosterol and dehydrolumisterol 
according to this view are epimers. 

Adopting this point of view, the preparation of ^^tergosterol and 
e/)tlumisterol was undertaken by Heilbron, Kennedy and Spring 
{145) in order to effect the necessary comparisons. Reduction of ergo- 
statrienone (CLIII) with aluminium tsopropoxide was reported by 
Marker, Kamm, Laucius and Oakwood (146) to give a mixture of 
alcohols which on resolution by digitonin gave ergosterol and an isomeric 
ergostatrienol which unlike the former does not give an insoluble digi- 
tonide and consequently was designated 'V/^^'ergosterol”. Later Windaus 
and Buchholz (j^y) showed that the trienol of Marker and co-workers 
doe's not exhibit selective absorption between 2400 and 3000 A., and 
therefore cannot contain the system of conjugated ethylenic linkages 
present in ergosterol. They concluded that reduction of ergostatrienone 
is effected without migration of the J^-ethylenic linkage and that the 
trienol of Marker is ^d^.7,22 ergostatrienol. 

Heilbron, Kennedy and Spring ( 745 ) agree with the German 
authors that the trienol of Marker cannot be ^/)tergosterol but they 
have shown that reduction, of ergostatrienone gives in the first place a 
molecular complex of ergosterol and ^/>^ergosterol, reduction of the car¬ 
bonyl group having been accompanied by a facile and complete migration 
of the C(4)-C(5) linkage to the C(5)-C(6) position. e/>i-Ergosterol, however, 
is very unstable, readily isomerising to the trienol of Marker and co¬ 
workers. It is apparent from this great instability that it cannot be 
identical with either lumisterol or pyrocalciferol. 

Lumisterol has been oxidised to lumistatrienone (CLIII) by Heil¬ 
bron, Kennedy and Spring. It is an «,^-imsaturated ketone and there¬ 
fore it is isomeric with ergostatrienone. On reduction with aluminium 
fsopropoxide it gives a molecular complex of lumisterol and ^/>tlumisterol 
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which is readily resolved into its components by means of digitonin, 
only the latter giving an insoluble digitonide. Thus once again reduction 
of the carbonyl group of a ketone of type (CLIII) is accompanied by 
migration of the^^-linkage into the conjugatedd*-location. e/)i-Lumisterol 
differs from both ergosterol and isopyrocalciferol; furthermore it differs 
from epiexgosttvdi in that it is relatively stable, and it does not exhibit 
antirachitic activity after irradiation with ultra-violet light. A considera¬ 
tion of these results shows that the hydroxyl group in ergosterol, lumisterol 
and the pyrocalciferols has the same absolute configuration and that the 
structures assumed by Windaus and Dimroth are correct. 

c) Vitamin D. The isolation of calciferol in a crystalline form and the 
establishment of its constitution would appear at first sight to be the culmin¬ 
ation of the vitamin D problem. Impressive biological evidence, however, 
gradually accumulated which pointed to the conclusion that natural vita¬ 
min D of fish liver oils cannot be identical with calciferol and moreover, the 
provitamin D of the sterol fraction of such oils appeared equally to differ 
from ergosterol (CLXVI). Thus, if a cod liver oil is standardised against 
calciferol using the rat for biological control, and an equivalent rat-unit 
dosage of the two vitamin D sources fed to chickens, the curative effects are 
markedly different {148). In the second place Waddell {149) has shown 
that cod liver oil cholesterol on irradiation produces a vitamin which is 
comparable with cod liver oil vitamin D in its biological activity when 
tested against the rat and the chicken, but the cholesterol preparation 
was much more potent in preventing rachitic manifestations in chicks 
than an equivalent number of rat units of irradiated ergosterol. 

A possible explanation of these differences was found in the suggestion 
that natural vitamin D is related to 7-dehydrocholesterol and not to 
ergosterol, an assumption all the more attractive in view of the previous 
observation of Windaus and Langer (150) that 22-dihydroergosterol 
(CLXVII) is an antirachitic provitamin. The preparation of 7-dehydro- 
cholesterol (CLXVIII) has already been described (p. 63); it has been 
established that irradiated 7-dehydrocholesterol is biologically identical 
with the vitamin D of fish liver oils [Grab (15/)]. 

The preparation of 7-<iehydrositosterdl (CLXIX) was effected by a 
method analogous to that employed for 7-dehydrocholesterol [Wunder¬ 
lich (752)] and on irradiation it gave a substance of high antirachitic 
activity, llius it appears that the structural features necessary for a 
sterol to be a provitamin D is that it shall contain a ^-system of con¬ 
jugated ethylenic linkages.^ 

The isolation of the vitamin D of tunny liver oil has been effected by 
Brockmann {154) by chromatographic and partition methods. The 

^ y-Dehydrostigmasterol, however, [Linsert (153)] is stated to be antirachitically 
inactive after irradiation. 
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vitamin was obtained as its 3:s-duutrobenzoate which was shown to 
be identical with the dinitrobenzoate of the vitamin (vitamin D,) prepared 
by WiNDAUS, SCHENCK and Werder (155) by the irradiation of 7-dehydro- 
cholesterol and esterification of the product. Later Brockmann (756) 
isolated the vitamin of halibut liver oil as its dinitrobenzoate and this 
again proved to be identical with the ester of vitamin D,. By hydrol5^is 
of the dinitrobenzoate described by Windaus, Schenck and Werder, 
ScHENCK (jJ7) succeeded in isolating crystalline vitamin D3. Vitamin D3 
shows a close correspondence to calciferol (vitamin Dg) and hence an 
analogous constitution (CLXX) is assumed. This structure has been con¬ 
firmed by Windaus, Deppe and Wunderlich {138) who obtained the 
ketone (CLXXI) from the neutral product obtained after the ozonolysis 
of vitamin D3. 
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CHj CH, CH, CH, 
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CH • CH; CH • CH • CH(CH,), CH • CH, • CH, • CH • CH(CH3), 
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Windaus, Deppe and Wunderlich {158) have also isolated lumi- 
sterola and tachysterolj from the irradiation products of 7-dehydrochol- 
esterol. The presence of an antirachitic provitamin in crude sterols of 
animal and plant origin has long been recognised; in 1925 Hess and 
Weinstock (759) showed that ultra-violet irradiation of phytosterol gave 
an antirachitically active product. The provitamin of the sterol obtained 
from mammals, birds and molluscs has been shown to be 7-dehydr6- 
cholesterol, but many lower animals have surprisingly been found to 
contain ergosterol [Windaus (760)]. The presence of either 7-dehydrosito- 
sterol or 7-dehydrostigmasterol in higher plants has not as yet been 
detected. Pollard (767) has demonstrated the presence of ergosterol 
in the phytosterol of cocksfoot {Dactylis glomerata). The nature of the 
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provitamin present in. a number of iA3rtosterols was examined by Wind- 
Aus and Bock {162). The jdiytosterol of cottonseed-oil and turnip were 
examined particularly because they contain a relatively high percentage 
of provitamin D (5 and 1,4% respectively) and in each case this was shown 
to be ergosterol and not 7-deh3rdrositosteFoL 

Thus four antirachitic provitamins are known, ergosterol, y^hydro- 
cholesterol, 22-dihydroergosterol and j-dehydrositosteroL Of these only 
two have been detected in natural sources, ergosterol occurring widely 
in the plant and animal kingdoms and 7-dehydrocholesterol solely in the 
animal kingdom. The vitamin corresponding to 22-dihydr6ergosterol 
(vitamin D4) has been prepared by Windaus and Trautmann (163). It is 
akin to calciferol (vitamin Df) and vitamin D, in all its properties and 
hence an analogous constitution is presumed. 




(CLXXI) 


Phytosterols and Sterols of Lower Animals. 

The sitosterol obtained from various sources has been foimd by 
Anderson and his co-workers to be heterogeneous. These investigators 
showed that various preparations of '‘sitosterol'* contained appreciable 
amounts of dihydrositosterol and that the residual phytosterol consisted 
of at least three different entities to which the names (%-, /?- and y-sito- 
sterol were given (164). The phytosterol mixture from calabar bean 
{Physostigma venenosium) contains "sitosterol" and a well defined diethe- 
noid sterol stigmasterol [Windaus and Hauth (165)] which is more 
conveniently obtained from soya bean oil. The structure of stigmasterol 
C,,H4gO (CLXXII) has been completely estabUshed by Fernholz (x 66 ). 

The sterol of cottonseed oil is particularly rich in / 9 -sftosterol (Wallis 
and Chakravorty (167)]. Hydrogenation of jS-sitosterol gives /?-sitostanol 
(identical with natural diydrositosterol) and comparison of corresponding 
derivatives of /J-sitostanol and stigmastanol led Bengtsson to the view 
that the two are identical (jdS) and hence the complete carbon skeleton 
of /8-sitosterol is established. The ethenoid linkage of /8-sitosterol has been 
shown to be at C(^)-C(6) hence /8-sitosterol is 22-dihydrostigmasterol. This 
conclusion has been definitely proven by Bernstein and Wallis (169) 
who have selectively hydrogenated stigmasterol to 22-dihydrostigma¬ 
sterol, which proved to be identical with /8-sitosterol. 
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y- Sitosterol has been closely investigated by Bonstedt (170) who 
has shown that y-sitostane is not identical with sti^astane. Oppen- 
AUER [lyf) has described the conversion of a specimen of sitosterorrich 
in the y-isorher into dehydroandrosterone from whidi it becoines probable 
that y-sitosterol differs from the /?-isomer in the nature arid orientation 
of the asymmetric centres in the side chain. The oxidation of a dihydro¬ 
sitosterol probably rich in dihydro-y-sitosterol to «soandrosterone has 
been described by Ruzicka (172). 

The most soluble fraction of the sterol of wheat germ oil (^-sitosterol 
of Anderson) has been recently investigated by Wallis and Fern- 
HOLZ {173) Who succeeded in isolating two new sterols, «i-sitosterol 
(C29H4gO) and ^g-sitosterol (probably C30H50O), both of which are diethe- 
noid. Several papers have appeared during the period under review 
describing the fractionation of natural phytosterol mixtures; of these 
mention may be made of the characterisation of d-sitosterol by Ichiba 
{174) of c-sitosterol by Simpson and Williams (175), of the triti- 
sterols by Karrer and Salomon (176) and of the orysterols by Todd, 
Bergel, Waldmann and Work (177). It must, however, be emphasised 
that the difficulties of separating phytosterol mixtures are extremely 
great and the homogeneity of many so-called isomeric sitosterols must 
be accepted with reserve. 

A series of papers on various derivatives of phytosterols has been 
published by Marker and his collaborators. Marker and Whittle (178) 
have confirmed the identity of / 9 -sitosterol (from pine oil) and 22-dihydro- 
stigmasterol. The conversion of stigmasterol (CLXXIl) into 5-dihydro- 
stigmasterol (CLXXIV) has been effected by these authors by the oxida¬ 
tion of the former to stigmastadienone (CLXXIII) and reduction of 
this with sodium and amyl alcohol [compare Diels and Abderhalden 
(179)] to 5-dihydrostigmasterol. Reduction of sitostenone with sodium 
and amyl alcohol has likewise been shown to give sitostanol (stigmastanol). 

The preparation of a//ositosterol (J^-sitosterol) and a//ostigmasterol 
(j 4 .a 2 .sitostadienol) and their epimers has been described by Marker 
and Oakwood (j^o) using the method adopted by Evans and Schoen- 
heimer (jj) for the preparation of a//ocholesterol and its epimer. The 
chlorides of sitosterol and stigmasterol have been described by Marker 
and Lawson (181) and their reactions studied. By the action of oxygen 
on the Grignard derivatives of / 9 -sitosteryl chloride and stigmasteryl 
chloride, e/>«-/ 9 -sitosterol and ^/>tstigmasterol have been prepared [Marker 
et alia {182)]. 

The occurrence of a steroid ketone in the Indian fruit AHocatpus 
integrifolia has been reported by Nath {183). 

The diethenoid sterol fucosterol, C2gH4gO, was isolated by Heilbron, 
Phipers and Wright {184) from the non-saponifiable matter of various 
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algae, e. g. from Fucus vesiculosus (bladder wrack) and Pelvetia canalicu- 
lata. It is diethenoid, both ethenoid linkages being in the nucleus and 
on hydrogenation it gives stigmastanol. By partial hydrogenation it was 
possible to isolate two isomeric dihydrofucosterols [Coffey, Heilbron, 
Spring and Wright (j<^5 )]. The higher melting /x-dihydrofucosterol is a 
J®-stigmastenol [Coffey*, Heilbron and Spring (i86)] and is almost 
certainly identical with ^-sitosterol. The location of the second ethenoid 
linkage of fucosterol has not as yet been determined. 


CH. 


CH • CH: CH • CH- CH(CH3), 




Hoi 


(CLXXII) 




(CLXXIII) 


CH* 


C.H, 


CH • CH: CH • CH • CH(CH3), 
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H3C I 


HOl 
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A diethenoid sterol, ostreasterol has recently been isolated from oyster 
fat [Bergmann and Johnson {187)] and on hydrogenation it gives 
sitostanol (stigmastanol). Thus the interesting fact emerges that the sterols 
of the vegetable kingdom, algae and molluscs have a common carbon 
skeleton. The sterol mixture obtained from the fat of the starfish has 
been examined by Bergmann (J(5?5) and «-spinasterol isolated by Hart 
and Heyl (i8g) and by Larsen and Heyl from spinach (rpo) has been 
examined by Simpson (rpi). 

Sterols from Yeast. The nature of the sterol fraction remaining after 
the removal of ergosterol from yeast fat has been examined by several 
investigators: SmEdley-Maclean {ig2) first isolated a sterol froin this 
fraction to which the name zymosterol )vas given; zyrnosterol was later 
isolated from the same source by Heilbron and Sexton (rpj). Wieland 
and Asano (jp^) by fractionation of the mixed benzoates of a yeast sterol 
mixture succeeded in isolating four new sterols to which the names nebsterOl, 
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faecosterol, ascosterol and z3nnosterol were given. In a later publication, 
working with a different sterol preparation, Wieland and Gough (J95) 
failed to isolate ascosterol, faecosterol or neosterol but succeeded in se> 
parating two new sterols, episterol (diethenoid) and anasterol. By distilla¬ 
tion of -a yeast sterol mixture in vacuo Wieland and Stanley {ig 6 ) 
isolated kxyptosterol, which has recently been examined in detail by 
Wieland, Pasedach and Ballauf {J97). It is a diethenoid sterol of 
formula C^oHsoO, and the preparation of several derivatives of the "steroF' 
has established a remarkable similarity in the constants of corresponding 
derivatives of lanosterol (ig 8 ) a triterpenoid component of wool fat. 
More recently it has been shown hy Wieland and Kanaoka (799) that 
zymosterol and ascosterol both have the formula QyH440 and contain 
two ethylenic linkages; thus they are probably allied to cholesterol. 
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Cozymase. 

Von F. SCHLENK und H. v. Euler, Stockholm. 

Mit 4 Abbildungen. 

Die Cozymase war das erste Coenz5mi, das aus dem zur GSLrung not- 
wendigen Enzymkomplex abgetrennt werden konnte. Dies geschah durch 
Harden und Young in dem bekannten Versuch, wobei g^lrf^iger Hefe- 
preBsaft der Dialyse oder Ultrafiltration unterworfen wurde und gezeigt 
wurde. daB das Dialysat einen zur GSLrung unentbehrlichen, verhaltnis- 
maBig thermostabilen Aktivator enthielt (j), fiir den sp^ter von Euler 
und Myrback {2) der Name Cozymase vorgeschlagen wurde. 


I. Biologische Bedeutung der Cozymase. 

A. Die Cozymase als Codehydrase. 

Nicht nur in der Hefe kommt Cozymase vor. O. Meyerhof (j) hat sie 
in einigen tierischen Organextrakten und in keimenden Erbsen gefunden, 
und die Untersuchungen der spStteren Jahre (4) zeigten, daB die Cozymase 
ein Bestandteil. aller Zellen ist und daB ihr eine dementsprechend all- 
gemeinere physiologische Bedeutung zukommen muB. Ihre Notwendigkeit 
fur den Organismus wurde verstandlich, als man die biologisch wichtigen 
VorgSlnge im Tierkorper feststellte, fiir welche die Cozymase unentl^hrlich 
ist (4, 5, 58). Da sich diese Ubersicht auf die Chemie der Coz)miase be- 
schranken soil, so sei iiber ihre biologische Rolle hier nur einlekend das 
Wichtigste erwahnt. 

Euler und Nilsson hatten gefunden, daB die Cozymase als not- 
wendiger Aktivator enzymatischer Dehydrierungen fungiert (6). Ihre 
Funktion als Co-Enz}^! (Wirkungsgruppe) von Dehydrasen wurde 1935 
von Euler und Adler (66) aufgekl^t. Durch die Versuche von Adler 
und Hellstrom {33) konnte im gleichen Jahr gezeigt werden, daB Cozy¬ 
mase als Wasserstoff-uherirager ymkt. Dieser Nachweis wurde zun^chst 
im System Alkohol-Alkoholdehydrase erbracht, in welchem die Cozymase 
(»»Co“), indem sie den Alkohol dehydriert, nach der Gleichung 


Co -f Alkohol = CoHj + Aldehyd 
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2 Wasserstoffatome aufnimmt und in Dihydro-cozymase libergeht, die dann 
ihrerseits den Wasserstoff unter Riickbildung von Cozymase wieder 
abgibt. 

Diese UbertrSlgerwirkung iibt die Coz5rmase nur in Verbindung mit 
einem spezifischen Protein, einem Apo-enzym aus, das die Verbindung 
mit dem Substrat herstellt und mit dem sie im Gleichgewicht steht: 

Co-dehydrase + Apo-dehydrase = Holo-dehydrase. 

Bei anaeroben VorgSLngen erfolgt die Nachlieferung des Wasserstoffs 
durch ein Donatorsystem (6 c), und zwar bei der alkoholischen Garung 
und der Glykolyse durch das der Triosephosphorsaure, welche dabei 
zu Phosphoglycerinsaure dehydriert wird. Hierbei pendelt, wie sich gezeigt 
hat, die Coz3rmase zwischen 2 Apo-dehydrasen. 

Auch am aeroben, oxydativen Stoffwechsel ist die Cozymase beteiligt; 
dabei muB der Wasserstoff der Dihydro-cozymase dem Sauerstoff zu- 
gefiihrt werden, und zwar ist hierzu — da Dihydro-coz3nnase iiicht direkt 
der Sauerstoffoxydation unterliegt — die Zwischenschaltung eines Kataly- 
satorsystems notwendig. 

Als Akzeptor fiir den Wasserstoff war bis vor kurzem nur das Flavin- 
enzym („F''), bekannt, welches durch Dihydrocozymase zu Leuko-Flavin- 
enzym, FHj, reduziert wird imd in dieser Weise den Wasserstoff der Oxy- 
dation zufiihren kann. 

Im Tierkorper ist aber der Flavinenzymgehalt zu gering, als daB dieses 
Enzym die Zellatmimg allein vermitteln kbnnte. Dagegen enthalt der 
Muskel, wie zuerst in diesem Institut gefunden wurde ( 5 ), ein anderes 
Enzym, welches den Wasserstoff der Dihydrocozymase mit sehr groBer 
Geschwindigkeit auf den Oxydationskatalysator der Atmung, das 
Cytochrom, iibertrSlgt. Wir haben dieses Enzym Diaphorase genannt 
(Adler, Euler und Gunther), es kann — im Gegensatz zu Flavinenz5nn 
— den Wasserstoff nicht direkt an den molekularen Sauerstoff abgeben, 
soiidem braucht hierzu noch als Aktivator das Cytochrom. Mittels der 
Diaphorase konnen alle bis jetzt hekannien cozymase-beding^ Dehydrase- 
systeme mit dem sauerstoff-aktivierenden System Cytochrom-Cytochrom- 
oxydase verkniipft werden. 

Die wasserstofffibertragende Wirkung ist bedingt durch das im 
Cozymasemolektil enthaltene NicotinsAureamid, das beim Wirkungs- 
vorgang reversibel in sein Dihydroderivat hbergeht (vgl. S. 107). 

B, Cozymase als Vitamin. 

Die obigen Darlegungen lassen es versttodlich erscheinen, warum die 
Cozymase fiir den S&ugetierorganismus unentbehrlich ist. 

Cozyma^ ist in so gut wie alien tiezischen Organen enthalten, und ist 
in alien 2 ^lien notwendig, in denen ein Kohlehydratabbau vor sich geht. 
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0 ber die Mengen, welche sich im Organismus finden, liegen Messun^en 
aus diesem Institut vor. Nach einer wiederholten Durcharbeitung der 
Extraktionsmethodik [F. Schlenk, H. Heiwinkel, J. Robesznieks (24)] 
hat sich ergeben: 150 y Coz5^ase per Gramm RattenmuskeL Wenn der 
Rattenkdrper etwa 15 g Muskelfleisch enth^t, so ist die in der Muskulatur 
einer geschlechtsreifen Ratte enthaltene Cozymasemenge rund 2,25 mg 
Cozymase. (Per Gramm des ohne Fell zerkleinerten Rattenkoi^pers fanden 
wir 60 y Cozjmiase). Im ganzen wiirde eine 75 g schwere Ratte 4,5 mg 
enthalten. Sofem die Extrapolation auf einen Menschen gestattet ist, 
wiirde sich der Mittelwert von rund 4 g Coz5miase ergeben, und ein etwas 
geringerer Wert fiir Codehydrase II. 

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dafi der Korper den Pyridin- 
ring nicht selbst bilden kann, es muB also mit der Nahrung entweder 
Cozymase selbst (9) oder wenigstens ihre Vorstufe bei der biologischen 
Synthese, d^isNicotinsdureamid, zugefiihrt werden [Elvehjem (jo)]. Auch 
fiir eine Reihe niederer Organismen (Bakterien) ist Nicotinsaureamid als 
Wachstumsfaktor erforderlich (jj). 

Nach Elvehjem und Frost (jo) ist Nicotinsaureamid eine Kompo- 
nente des Antipellagra-Komplexes. 

Die Cozymase kann also als Vitamin betrachtet werden, dessen Zufuhr 
besonders fiir den Kohlehydrat-stoffwechsel und dadurch (neben Vitamin 
Bi, Bj, Bj, B^ und Elvehjems Faktor W) auch fiir das Wachstum (von 
Ratten) wichtig ist. Dieser Befund stellt sie in Analogic zum Riboflavin 
und Aneurin, die in phosphoryHerter Form ebenfalls als Coenzyme wirken. 

Wir halten es fiir eine wichtige Aufgabe der Nahrungsmittelforschung, 
den EinfluB aufzuklaren, welchen die verschiedenen Nahrungsmittel- 
bestandteile auf die Bildung von Wirkstoffen, besonders auf die Bildung 
von solchen Hormonen haben, welche als Coenzyme fungiefen. 

Man darf nicht vergessen, daB die klassischen Vitamine ihren deut- 
lichsten EinfluB etwa bei Testreaktionen, an besonders vorbehandelten 
Versuchstieren und in Zusanmienhang mit einer besonders bereiteten 
Grundkost ausiiben. Wir erinnem z. B. an das Vitamin D2, dessen Wirkimg 
ganz ausbleibt, wenn nicht das Gleichgewicht Ca/P04 auf einen bestinunten 
Betrag eingestellt wird. Auch fiir viele andere Nahrungsbestandteile konnen 
solche spezifischen Mangel-, bzw. Eiganzungserscheinungen herausgear- 
beitet werden, wodurch ihre spezifischen Wirkungen deutlich hervortreten. 

CX Verwandtschaft mit Codehydrase n (Warburgs Coferment) 
und mit den Adenosin-S-phosphorsduren. 

1931 wurde von Warburg und Christian ein Coenzym in roten 
Pferdeblutzellen entdeckt {12), das ^ebenfalls eine Codehydrase ist und 
zum Unterschied von Cozjmase (Codehydrase I) als Codehydrase II 
(Xrijrfiospiho-pjTidin-nucleotid) bezeichnet wurde. Die Coddiydrase II 
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eiigSnzt andere substrat-spezifi^he Apodehydrasen zu dehydrierenden 
Enz3meii (Tabelle i). 


Tabelle i. Spesifit&t der Codehydrasen. 


Ddiydnae f itr 

Heckunft 

GwlehydraM 

Alkohol . 

Hefe. Erbsensaxnen, 

Cozymase 


Leber 

>* 

Milchs&ure. 

Herzmuskel 

>> 

Apfeliaure. 

Herzmuskel 

»» 

Triosephosphprs&ure . 

Hefe 

»♦ 

GlycerinphosphorsAure ... 

Musk^, Gurkensamen 


Ameisens&ure. 

Erbsensamen 

«> 

/ ( 4 *) GlutaminsAure. 

H6here Pflanzen 

»» 

/ (-{>) Glutamins&ure. 

Tierischc Organe, 
Leber 

Cozymase u. Codehydrase II 

Glukosc. 

Leber 

Cozymasc u. Codehydrase II 

Robisonester. 

Rote Blutz^len u. 


Gkicoiuaure - 6 • phosphor- 

Hefe 

Codehydrase 11 

sfture. 

Hefe 

Codehydrase II 

Glutaminsaure . 

Hefe, CoUbakterien 

Codehydrase II 


Zwischen den bciden Codehydrasen besteht nahe chemische Verwandt- 
schaft: der einzige jetzt bekannte Unterschied in der Zusammensetzung 
ist der Mehrgehalt der Codehydrase II an i Mol. Phosphorsiure. Viele 
chemische Tatsachen, die fur das eine Coenzym festgestellt wurden, 
gelten auch fiir das andere, so insbesondere die Resultate der Unter- 
suchungen von P, Karrer und Mitarbeitem (vgl. S. 109) fiber die Bin- 
dungsart des Nicotinsiureamids in den Coenz5nnen. Wegen der nahen 
Verwandtschaft der beiden Coenz)nne erschien eine gegenseitigeUmwand* 
lung moglich: Durch I>ephosphorylierung entsteht aus Codehydrase II 
die Coz3nnase (13), andererseits konnte Cozymase enzymatisch und che- 
misch — wenn auch mit sehr geringer Ausbeute — in Codehydrase II 
iibergefiihrt werden (j^). 

Auch zu den Adenosin-5-phosp^orsauren steht die Cozymase in naher 
Beziehung, die Adenosin- 4 iphosphorsaure ist im Molekiil der Cozymase 
enthalten und kann durch Alkali sehr leichl abgespalten werden. Die 
Kenntnisse liber die Konstitution dieser Verbindung haben die Konstitu- 
tionsermittlung der Cozymase sehr erleichtert. 

IL Darsteilung und Eigenschaften der Cozymase. 

Das gOnstigste Ausgangsmaterial zur Reindarstellimg der Coz3nnase 
ist Hefe, deren Cozymasegehalt bei giinstigen Sorten einige hundert 
Milligramme pro Kilogramm betragen kann. Die Darsteilung kann z. B. 
nach Schema i erfolgen {15-18), 
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Schema 1. Reindarstellung von Cozymase aus Hefe. 
HeiBwasserextraktion von Hefe Reinheitsgrad 


Hefekochsaft . 0.05% 

I -f Bleiacetat 
▼ 

Ldsung (F&llung verworfen) 
j + Hg(NO,), + NaOH (pH = 7) 

Hg-FiUlung (Ldsung verworfen) 

+ H,0 H|S, belilften. i»5% 

Filtrat -+■ Phosphorwolframskure 

T 

Phosphorwolframsdure-Fdllung (L^ung verworfen) 

in verdiinnter HJSO4 mit Amylalkohol + Ather zerlegt, mit 

I Baryl den CberschuB an H,S04 entfemt. 5—8% 

j + AgNOj + NH4OH (PH = 7) 

Ag-Fdllung (Ldsung verworfen) 

-f HjO -f- H,S, beliiftet, filtriert. 15—30% 

+ Cu,Cl, + KCl 


Cu-Fdllung (Ldsung verworfen) 

j -j- H,0 -f H,S. beliiftet, filtriert, Filtrat -f" H^S, filtriert, be- 
I Idftet 

Eindampfen, Alkoholf&llung 

Cozymase ... 


I in H,0 -f Ba(OH), (pH = 7—8), wenig Alkohol 
Ba-Ldsung (Fallung verworfen) 

i Entfemen von Ba++ mit H,S04 
I -f Pb-acetat 

Pb-Ldsung (F&llung verworfen) 

Alkoholfraktionierung 

4 " 4 

I. Pb-Fraktion 2. Pb-Fraktion 3. Pb-Fraktion 


H,0. H,S, filtr. 
Alkoholf&Uung 
4 

Cozymase (60—80%) 


H,0, H,S, filtr. H,0, HjS, fUtr. 

Alkoholf&Uung Alkoholf&liung 

Cozymase (90—100%) Cozymase (100%) 


60—80% 


^ 100% 


Die Verluste wahrend des Reinigungsganges sind betrachtlich, aus 
ao kg Hefe erh&lt man zirka 1,5 g eines 80—90%igen PrSlparats, bei der 
Endreinigung 500—700 mg reines Praparat. 

Im Darstellungsgang verdienen hauptsachlich folgende Punkte Be- 
achtung. Stahiliiat der .Cozymase: Die Halbwertszeit in n/io-NaOH bei 
Zimmertemperatur betragt lyMinuten, in n/io-H^SO^ bei loo® etwa 
7—SMinuten; Dihydrocozymase verhalt sich umgekehrt: bei Zimmer¬ 
temperatur wird sie* in saurer Ldsung (ph < 3) schr rasch zerstort, in 
n/io-NaOH bei 100° ist die Zerstdrung nach 10 Minuten kaum merkbar. 
Unter den Bedingimgen der Hei0wasserextraktion aus Hefe sind beide 
Formen etwa gleich stabil. Bei der Extraktion, die durch allmahliches 
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Einriihren des Ausgangsmaterials in 85® warmes Wasser erfolgt, werden 
die ZellhM.ute gesprengt und die Enz3nne der Zelle, die einen Abbau des 
Cozymasemolekiils bewirken wiirden, zerstort. Da die weitere Reinigung 
durch Schwermetallfallungen und vorwiegend in saurem Medium erfolgt, 
geht die im urspriinglichen Extrakt vorhandene Dihydro-cozymase ver- 
loren, da sie saureempfindlich ist. 

Durch Oxydation mit Ferricyankalium oder Jod in schwach alkalischer 
Losung kann man die Dihydrocozymase zu Cozymase oxydieren. Durch 
eine entsprechende Behandlung der Rohlosung vor der ersten Schwer- 
metalifallung kann die Ausbeute durch Vermeidung des oben genannten 
Verlustes gesteigert werden. 

Fiir den Erfolg bei der Reindarstellung waren folgende Punkte von 
Wichtigkeit: Die Ausarbeitung einer Testmethode, die es gestattet, sich 
iiber den Erfolg jedes Reinigungsschrittes rasch zu orientieren (Halb- 
mikro-garmethodik von Myrback, vgl. S. 105) ; die Erkenntnis der 
Leichtloslichkeit des Blei- und Baritimsalzes der Cozymase, wodurch die 
Abtrennung der Codehydrase II und der Adenosin-5-phosphorsauren sowie 
der 2 Ierfallsprodukte der Cozymase moglich ist; die Ausarbeitung einer neu- 
artigen, besonders vdrksamen Fallungsmethode mittels CugCl^, welches in 
konz. KCl-Losung (Albers, Schlenk) gelost ist; das Vermeiden von Ver- 
lusten durch Adsorption an Schwermetallsulfide beim Zersetzen der Salze 
mittels HgS, in der Weise, dafi eine Desorption durch langdauemdes Be- 
liiften der Sulfidniederschlage in wS^Briger Suspension vorgenommen wird. 

Die Darstellungsmethode dieses Instituts ist bisweilen auch in etwas 
anderer Form verwendet worden (20, 56). 

Die ersten analysenreinen Coz5anasepraparate (jp) wurden aus hoch- 
aktiven PrSlparaten durch Reinigung mittels chromatographischer 
SSLulenadsorption erhalten (Adsorbens: AlgO^ nach Brockmann), Fraktio- 
nieren des Filtrats und Bestimmung der Cozymase in den einzelneil 
Fraktionen mit Hilfe des GSLrtestes, Spater wurde dies Verfahren durch 
die Alkoholfraktionierung des Bleisalzes der Cozymase ersetzt (j^). — 
Auch rote BlutzeUen {21) und Muskulatur (22) dienten als Ausgangs- 
material, doch kann keines dieser Verfahren an Einfachheit, Billigkeit 
und Ausbeute mit dem oben beschriebenen konkurrieren. 

Der Beweis fiir die Reinheit der Cozymase lag zunachst darin, daB die 
Aktivitat auch nach Wiederholung einzelner Fallungen, Variation ihrer 
Reihenfolge, nach mehrfacher Adsorption und Elution und wiederholten 
Fraktionierungen eine gewisse Grenze nicht iiberstieg (jp). Die auf ver- 
schiedenen Wegen erhaltenen Praparate hatten analytisch die gleiche 
Zusammensetzung und lieBen auf eine Summenformel schlieBen, die im 
Einklang stand mit den Resultaten der zum Teil schon vor Abschlufi der 
Reindarstellung begonnenen konstitutionschemischen Untersuchungen, 
die sich dann an den reinen Praparaten fast durchwegs bestatigen lieBen. 
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Die Summenforinel ist CaH^OuN^Pj. Die Bestimmung des Stick- 
stoffs bietet Schwierigkeiten. Nach Dumas werden stets zu niedrige Werte 
gefunden, bessere Resultate erhalt man nach 
der Methode von Kjeldahl, in der Modifika- 
tion von Friedrich. 

Bei der Titration mit Alkali gegen Indi- 
kator Oder elektrometrisch (vgl. Abb. i) er- 
wies sich die Cozymase als einbasische Saure. 

Das Bariumsalz hat demen tsprechend die 
Zusammensetzung Qi^260i4N7P2Bai/^. Die 
Cozymase enthalt in exsikkator-trockenem 
Zustand etwa 5—7% Wasser; zur Elementar- 
analyse wird im Hochvakuum bei 60—80° 
getrocknet. Sie ist hygroskopisch, auBerst 
leicht in Wasser loslich und wird aus nicht 
allzu verdunnten Losungen durch organische 
Ldsungsmittel (Alkohol, Aceton, Dioxan) gefallt. Die Stabilitat wurde 
schon auf S. 103 besprochen. Aus waBriger Losung wirdCoz5miase bei ihrem 
Eigen-pn an Adsorptionskohle, FuUererde, AljOj adsorbiert, wenig dagegen 
an Frankonit. Gegen Oxydationsmittel ist sie in saurer Losung bestandig, 
insbesondere gegen Brg, HgOg und KMn04 (75). 

Quantitative Bestimmung. Die Testreak- 
tion, die es ermoglichte, die Cozymase rein dar- 
zustellen, war die alkoholische Gdrung, Sie wird 
zweckmaBig in der von Myrback (75) angege- 
benen Halbmikromethodik oder im Warburg- 
Apparat durchgefiihrt. Das Prinzip ist fol- 
gendes: Aus Trockenunterhefe wird imter be- 
stimmten Bedingungen die Cozymase durch 
Auswaschen entfemt, die durch Trocknen er- 
haltene Apozymase wird zum Garansatz in 
schwachem Phosphatpuffer (pn = 6,4) suspen- 
diert und Glukose sowie etwas Hexosediphos- 
phat zugesetzt (letzteres dient dazu, die Garung 
rascher in Gang zu bringen). Ohne Zusatz von 
Coz5nnase findet keine oder nur sehr geringe 
Garung statt (Nullprobe). Bei Zusatz von einer 
geeigneten Menge Coz5Hnase (im MYRBACKschen Apparat 10—25 y per Gar¬ 
ansatz) erfolgt eine allmahlich steigende CO^-Entwicklung, die dann langere 
Zeit hindurch proportional der Zeit geht und schlieBlich wieder abnimmt 
(Enzymschadigung). Abb. 2 veranschaulicht einen solchen Versuch. 

Aus der, innerhalb eines Zeitraumes wahrend der linearen CO^-Ent- 
wicklung (vgl. Kurven Abb. a) gefundenen Gasmenge kann man durch 




Abb. X. Elektrometiische Titration der 
Cozyn»se. 
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Vergleich mit einem StandardprUparat und unter Beriicksichtigung der 
Nullprobe, ein Cozymasepriparat unbekannter AktivitaLt testen, unter 
der Voraussetzung, daB die Cozymase der geschwindigkeits-bestimmende 
Reaktionspartner ist (UnterschuB an Cozymase). 

ZudieserBestimmungsmethodikkommen noch einige andere, besonders 
die spektrophotometrische Bestimmung nach Reduktion zur Dihydro- 
coz3niiase (vgl. S. 107), femer der Nachweis der Abweseiiheit t5^ischer 
Begleitstoffe (Codehydrase II, Adenyls^uren) sowie die chemische Unter- 
suchung der Priparate {iy-i8). 

III. Konstitutionsermittlung. 

A. Saure und alkalische Hydrolyse. 

Die friiheren diesbeziiglichen Untersuchungen dieses Instituts {15 a) 
batten die nahe Verwandtschaft mit der Adenylsaure aufgedeckt; die 
saure Hydrolyse lieferte Adenin, das aus dem Hydrolysengemisch mit 
Ag2S04 gefSLllt und zur Identifizierung in das Pikrat iibergefiihrt 
wurde (X5-J6). Aus der Mutterlauge der Silberfallung konnte Nicotin- 
saureamid als Pikrolonat isoliert werden. Zur Identifizierung wurde 

CH 

HC c— C( 3 nh, 

li I 

HC CH 

. N 

Nicotins&ureamid. 

das Pikrolonat zerlegt, Chlorhydrat und die freie Base dargestellt 
(Albers, Schlenk) Der Isolierungsgang fur Nicotinsaureamid 

ist mannigfachen Variationen unterworfen worden. Besonders geeignet zur 
Abscheidung sind neben Pikrolonsaure z. B. Pikrinsaure, Flaviansaure und 
Goldchlorid-chlorwasserstoffsaure. Mit BrCN und /S-Naphthylamin gibt 
Nicotinsaureamid eine gelbe Farbreaktion, die zum Nachweis kleiner 
Mengen dienen kann, aber nicht spezifisch ist {24). Der waBrig-alkalischen 
Losung kann Nicotinsaureamid mit Amylalkohol, Chloroform oder Benzol 
entzogen werden, was die Isolierung in reinem Zustand sehr erleichtert {16, 
25, 26). Nach Entfemen des Adenins aus dem Hydrolysengemisch konnte 
femer durch geeignete Aufarbeitung Pentose-phosphorsaure als Barium- 
salz durch Alkoholfallung erhalten werden (27). Die Stellung der Phos- 
phorsaure am C-Atom 5 konnte durch P. Karrer erwiesen werden (28). 
Bei Bestimmung der primaren Alkoholgruppen mittels der Perjodsaure- 
methode (29) wurde kein Formaldehyd gebildet. Bei der aus Cozymase 
erhaltenen Pentose-phosphorsaure muB demnach die primare Alkohol- 
gruppe mit der Phosphorsaure verestert sein. 
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Aus der Isolierung der Grundkorper und der Elementaranalyse ergab 
sich (25), daB dieCoiymase einDinuldfiotidisi, bestehend aus i Mol. Adenin, 
; Mol. Nicotinsaureamid, 2 Mol. Pentose und 2 Mol. Phosphorsaure. 
Diese Grundkorper sind unter Abspaltung von 5 Mol. H ,0 miteinander 
vereinigt. 

Es gait nun, die Frage zu Idsen, in welcher Weise diese Bausteine 
miteinander verkniipft sind. Hierfiir war vor allem die Alkalihydrolyse 
wichtig. Besonders leicht wird durch Alkali aus Cozymase das Nicotin- 
saureamid abgespalten. Femer wurde Adenosin-diphosphorsaure 
(vgl. Formel S. 114) erhalten (jo), deren Konstitution als Derivat der 
Adenosin-5-monophosphorsaure und hinsichtlich der Veresterung des 
leicht hydrolysierbaren Phosphorsauremolekiils durch Lohmann geklart 
ist (jj). Die Konstitution der von Embden und Mitarbeiter entdeckten 
Adenylsaure ergab sich daraus, daB die Desaminierung mittels HNOj 
zu Inosinsaure fiihrt, die ihrerseits durch die Untersuchungen von Levene 
und Mitarbeitem als Hypoxanthin-furanoribosid-5-phosphorsaure erkannt 
wurde {32). Auch das Entstehen eines Abbauprodukts Pentosephosphor- 
saure-Adenylsaure konnte wahrscheinlich gemacht werden. Seine genaue 
Cntersuchung steht jedoch noch aus. 

B. Dihydro-cozymase. 

Die erste Darstellung von Dihydro-cozymase geschah enzymatisch 
in dem System (7, 33 ): 

Alkohol + [Apodehydrase-Cozymase] Acetaldehyd -f [Apodehydrase- 

Dihydrocozyniase] 

Die Reaktion ist umkehrbar, die Gleichgewichtskonstante ist stark 
PH'^abhangig. Die oben formulierte Bildung von Dihydro-cozymase stellt 
die Umkehrung der zweiten Phase des biologischen Wirkungsvorganges 
bei der alkoholischen Garung dar. Um den Vorgang zur praparativen 
Gewinnung der Dihydro-cozymase nutzbar zu machen und in der ge- 
wiinschten Richtung zu leiten, entfemt man den gebildeten Acetaldehyd 
mittels Dimethyl-cyclohexandion (Dimedon) und zerstort und fallt die 
Apodehydrase durch kurzes Erhitzen (34). Aus dem Filtrat wird Dihydro- 
coz)miase als Bariumsalz durch Alkoholfallung gewonnen. Auch an- 
dere enzymatische Hydrierungen sind praparativ benutzt worden. 

Neuerdings hat Ohlmeyer das Natriumsalz der Dihydrocoz5miase 
analysenrein dargestellt. Cozymase wurde mittels Natriumhydrosulfits 
hydriert und die Dihydrocozymase durch Ausfrieren der anorganischen 
Salze in alkoholisch-waBriger Losung und Umfallung erhalten (56). Die 
Zusammensetzung ist C2iH270i4N7PjNa2. 

Dihydro-cozymase wird durch Flavinenzym, nicht aber durch O2 
Oder Methylenblau oxydiert, was in Obereinstimmung steht mit dem ent- 
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sprechenden Befund fiir Codehydrase II von Warburg, Christian und 
Griese (35). Auch die von Warbvkg und Mitarbeiter an Codehy¬ 
drase II gefundene ReduzierbarkeitdurchNatriumhydrosulfitinneutralem 
Oder schwach alkalischem Medium laBt sich 
an Cozymase durchftihren (7). Beide Coenzyme 
haben die sehr charakteristische Anderung 
des Absorptionsspektrums bei der Reduktion 
gemeinsam. Abb. 3 zeigt das Absorptions- 
spektrum von Cozymase und Dihydrocozymase: 
Dihydro-cozymase unterscheidet sich von Cozy¬ 
mase durch ein charakteristisches Absorptions- 
maximum bei 340 Im Gegensatz zu Cozy¬ 
mase ist Dihydro-cozymase sehr alkal^stabil 
und saurelabil. Wegen der S^urelabilitat kann 
sie nicht iiber ihre SchwermetaUsalze isoliert 
werden, da beim Zersetzen derselben mit 
HgO die Aciditat des Mediums zur Zer- 
storung fiihrt. 

Die saure Inaktivierung der Dihydro-cozymase ist nach Karrer 
auf eine Anlagerung der Mineralsaure an die Doppelbindungen des 
Pyridinringes zuriickzufiihren (57). 

Die Reduktion der Cozymase mit Hydrosulfit lafit sich durch folgende 
Gleichung wiedergeben: 


5 



l\ 

. . . . 






\ 



Abb. 3, (Aus: Ztschr. ph)rsiol. 
Chem. 941, 244 (2936). 
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Reduktion der Cozymase durch Hydrosulfit. 


Dihydrocozymase ist im Gegensatz zur Cozymase zWeibasisch. 

Zur quantitativen Bestimmimg der Dihydro-cozymase eignet sich 
neben dem Girversuch besonders die quantitative Auswertung des Ab¬ 
sorptionsspektrums (IntensitUt der Bande bei 340 m/ti). 

„Gelbe Stufe”. Monohydro-cozymase. 

Die Reduktion mit Hydrosulfit in Bicarbonat verl^uft fiber ein 
intensiv gelb gefSLrbtes, semichinonartiges Radikal, das in starker al¬ 
kalischem Medium stabilisiert werden kann (37). £s handelt sich um ein 
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Monohydroderivat der Cozymase (jS). Diese Verbindung ist durch ein 
Absorptionsmaximum bei etwa 3601x1/1 ausgezeichnet. Das Radikal ist 
alkalistabil, beim Ans^uem verschwindet die gelbe Farbe und es findet 
Disproportionierung zu Cozjmiase und Dihydro>cozymase statt (57, jS). 

Die in diesem Abschnitt geschilderten Eigenschaften der Dihydro- 
cozymase haben durchwegs ihre Analogie bei den hydrierten KARRERschen 
Modellsubstanzen (s. unten) und bei der Dihydro-codehydrase II. 

C. Die Bindungsart des NicotinsMureamids in den Codebydrasen. 

Das Ubereinstimmen der Absorptionsspektren der beiden Codehy- 
drasen, ihr gleiches Verhalten hinsichtlich Reduzierbarkeit und der dabei 
erfolgenden Ver^nderung des Spektrums, die Analogie im Wirkungs- 
mechanismus und viele andere typische Eigenschaften haben gezeigt, 
daB in der Bindung der Wirkungsgruppe der beiden Codehydrasen keiner- 
lei Unterschied bestehen kann. So hatten die Modellversuche, welche die 
Klarung der Frage erstrebten, wie das Nicotinsaureamid im Molekiil 
gebunden sei, ftir beide Codehydrasen Giiltigkeit. Die einschlagigen 
Untersuchungen verdankt man Karrer und seinen Mitarbeitem 
(J 9 » 

Als Haftstellen kamen in erster Linie drei funktionelle Gruppen im 
Nicotinsaureamid in Frage: die beiden N-Atome und der Amid-sauerstoff. 
Es wiirden daher Modellsubstanzen dargestellt, die an den genannten 
Stellen mit einfachen Gruppen substituiert sind. Von den ersten derartigen 
Substanzen seien hier Nicotinsaureamid-jodmethylat (I), Nicotinsaure- 
imido-athyiather (II) und Nicotinsaure-methylamid (III) als typische 
Vertreter genannt. Von diesen Verbindungen zeigte nur Nicotinsaureamid- 
jodmethylat (I) ein den Coenzymen entsprechendes Verhalten: Reduzier¬ 
barkeit und Auftreten einer Absorptionsbande mit dem Maximum 
360 m/jL (340—345 m/i bei den Coenzymen), Verschwinden der Bande beim 
Ansauetn der Losung und Erscheinen einer anderen bei 295 m/i. 


/\_CONH, 

u 

OCjH. 
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V 

/%p_CONH-CH, 
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CH, J 



(I) 

(H) 

(III) 


Die Gruodtypen der Modellsubstanzea von P. KaBBER. 


Es wurde also wahrscheinlich, daB auch in den Codehydrasen das Nico- 
tinsiuieaniid als quatemaxe Pyridiniumbase gebunden vorliegt. Das in 
Verfolg dieser Arbeitshypothese erbrachte Tatsachenmaterial lieB diese 
Aussage bald mit vblliger Sicherheit zu. 
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Schon frtiher war bekannt, daB quatemare Pyridiniumbasen besonders 
leicht Reduktionsprozessen zuginglich sind. 

Fiirdie Stelle derReduktion in den Codehydrasen undModellsubstazen 
gab es folgende Moglichkeiten: 
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o~Dihydro verbindungen. 


p-IMhydroverbijidiing. 


Der Vergleich mit den bisher bekannten Vertretem dieser Korper- 
klasse zeigte betrachtliche Differenzen zwischen den p-Dihydroverbin- 
dungen und den reduzierten Coenzymen und Modellsiibstanzen, aber 
gute Ubereinstimmung mit den o-Dihydroverbindungen. Ob die Hydrie- 
rung entsprechend Formulierung la oder ib erfolgt, iieB sich nicht 
entscheiden. 

Der nachste Schritt war die Darstellung von Nicotinsaureamid- 
derivaten, die Koblehydratreste am Pyridinium-stickstoff tragen. Die 
Einfuhrung von Pentoseresten stieB dabei auf Schwierigkeiten, aber im 
's-Carbonsaureamid des Tetraacetyl-glucosido-pyridiniumbromids (vgl. 
die Formel) wurde eine Verbindung erhalten, die besonders gut mit 

/^-CONH, 

N 

/\ 

Br HC- 

I 

(HCOCOCH,), 

HC- 

I 

CHjOCOCHj 

3'Carbonsaureamid des Tetraacetyl-glucosido-pyridiaiumbromids. 

den Codehydrasen ilbereinstimmte. Die Absorptionsspektren der oxydierten 
und der Dihydroform gehen aiis Abb. 4 hervor, sie stehen in Analogie zu 
dem der Cozymase (Abb. 3, S. 108). 
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Die Modellsubstanzen sind als quatemare Pyridiniumverbindungen 
sehr alkaliempfindlich (Abspaltung des Zuckerrestes), in der Dihydroform 
hingegen stabil. Durch Flavinenzym werden 
auch die Modell-dihydroverbindungen reoxy- sfi - 
diert, sie konnen aber nicht als Coenzyme 
wirken, da hierzu neben anderen Voraussetzun- - I \ 
gen die Phosphorsaure und der Adenin- J \ 
nukleotid-teil, welche die Bindung an das Apo- / j \ 
enzym vermitteln, fehlen. ' V A \ 

Wird Nicotinsaureamid-jpdmethylat redu- \ j \ \ 

ziert, entsprechend der folgenden Gleichung, \ / I \ 

so ist die entstandene Verbindung jodfrei. Dem Vy I \ 

Saurerest in den Modellverbindungen entspricht 3,0- I \ 

bei den Coenzymen ein Phosphorsaurerest, die t 

Codehydrasen sind also Pyridiniumphosphate. ^_ 

. , . . ^ 2500 3000 3500 ¥0L 

Das Entstehen ernes Saureaquivalents bei der 

Hydrosulfitreaktion (abgesehen vom Bisulfit) Abb.4.lKAKEER»ndMit„bei.er, 
lafit sich nach Warburg und Christian (21) hhv. chim. Acta *0, 58 (1937)]. 
sowie Haas (40) bei den Coenzymen und den 

Modellen manometrisch nachweisen, wenn die Reduktion im Warburg- 
GefaB in Bicarbonatmedium vorgenommen wird. Wie die Gleichung es 
fordert, werden (innerhalb der Genauigkeit der Methode) 3 Mole COg 
entwickelt. 


CONH, 


-f NagSaO^ -|- zHjO 


+ zNaHSO, + HJ 


CH, J 


Reduktion des Nirotinsaureanud-iodiiiethylatb durch Natriumhydrosulfit. 


D. Hypojoditreaktion. 

Schon vor Reindarstellung der Coz57mase wurden von Myrback und 
Ortenblad (41) verschiedene Eigenschaften des an Adenylsaure gebun- 
denen Restes R, der spa ter als Nicotinsaureamid-nukleotid erkannt 
wurde, angegeben. So wurde festgestellt, daB die Cozymase mil Hypo- 
jodit reagiert und daB das Jodbindungsvermogen durch gelinde alkalische 
Hydrolyse stark herabgesetzt wird (42), Femer reagiert die Cozymase 
mit Kaliumferricyanid.unter den Bedingungen der Blutzuckerbestimmung 
nach Hagedorn-Jensen. Die fortschreitenden Erkenntnisse von der Natur 
des Cozymasemolekiils gaben die ErklS.rung fiir diese Beobachtungen: 

Das Jodbindungsvermdgen in alkalischer Losung (etwa 7—8 Atome 
Jod pro Mol. Cozymase» in Abh§,ngigkeit von den Konzentrationsbedin- 
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gungen) ist ein allgemeines Phanomen der N-substituierten Pyridinium- 
basen. Wie Coz)Tiiase verhalten sich die KARRERschen Modellsubstanzen, 
z. B. Glucosido-i-pyridiiiiiimbromid, Nicotinsaureamid-jodmethylat (43), 
Glucosido-dihydro-nicotinsaureamid. Acetobrom-glucosido-nicotinsaure- 
amid, Tetra-acetyl-glucosido-dihydronicotinsaureamid, desgleichen das 
aus Cozymase dargestellte Nicotinsaureamid-nucleosid [44), Der genaue 
Reaktionsverlauf ist noch nicht bekannt. Bei den Dihydro-pyridinver- 
bindungen erfolgt zunichst Reoxydation zur entsprechenden Pyridinium- 
verbindimg (43), Die nachste Phase ist vermutlich die Oxydation zu den 
Pyridonen. Der fiber diese Reaktionsfolge hinausgehende Jodbetrag 
durfte auf irgend eine Additionsreaktion zuriickzuftihren sein, wie sie bei 
Heterocyclen oft beobachtet wird. 
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Hsrpojoditreaktion der N-substituierten NicotinsAureamid-Verbindungen. 

Kurzes Erhitzen der Coz3miase mit verdtantem Alkali ftlhrt zu einer 
Herabsetzung des Jodverbrauchs auf 2 oder weniger Atome Jod pro 
Molekul. Die Ursache hierftir ist die Abspaltung des Nicotinsaureamids, 
das selbst kein Jod bindet. Die freiwerdende Aldehydgruppe des Kohle- 
hydrats bedingt nun in normaler WiLLSTAXTER-ScHUDEL-Reaktion den 
restlichen Jodverbrauch. 

Die leichte Abspaltbarkeit des Nicotinsaureamids erklart auch die 
HAGEDORN-jENSEK-Reaktion bei Cozymase, welche also in Wirklichkeit 
eine Reaktion der freigelegten Kohlehydratkomponente ist. Da die 
Hagedorn- JENSEK-Reaktion nicht stddbiometrisch verlauft, wurde zum 
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Vergleich die aus Cozymase isolierte Pentose-5-phosphorsaure heran- 
gezogen und gute Ubereinstimmung mit dem, unter den Reaktionsbedin- 
gungen entstehenden Abbauprodukt aus Cozymase erzielt (26). 

E. Enzymatische Hydrolyse. Die beiden Nucleoside aus Cozymase. 

Von den beiden Nucleosiden, die im Coz3miasemolekiil enthalten sind, 
erschien in erster Linie dasjenige mit Nicotinsaureamid als Base interes- 
sant. Die Isolierung dieser Verbindung mittels Alkalihydrolyse war jedoch 
nicht moglich, da hierbei der primare Angriff am Cozymasemolekiil stets 
die Abspaltung des Nicotinsaureamids ist, bzw. das entstandene Nucleo- 
sid sofort in Nicotinsaureamid und Kohlehydrat zerfallt, wie es auch bei 
den KARRERschen Modellkorpem der Fall ist. So blieb die enzyma¬ 
tische Spaltung, wie sie von Thannhauser und Levene bereits zur Dar- 
stellung anderer Nucleoside angewendet worden war. Das von diesen 
Autoren empfohlene Enzympraparat aus Pankreas oder Leber ist zwar 
frei von Nucleosidase (d. h. dem Enz3nn, das die Basen vom Kohlehydrat 
abspaltet), hat aber ein pH-Optimum im schwach alkalischen Bereich 
und ist deshalb nicht geeignet zur Spaltung der Coz^ymase, die unter 
diesen Bedingungen an der Pyridiniumbindung unstabil ist. Die Ent- 
deckung einer Nucleotidase in SUfimandel-PreBkuchen [Bredereck {46)], 
die frei von Nucleosidase ist und ein breites pH-Optimum zwischen 3,5 
und 5,5 hat, bedeutete deshalb nicht nur fur die Darstellung der bisher 
bekannten Nucleoside eine erhebliche Verbesserung (4y), sondem bot 
auch die Moglichkeit zur Darstellung des bisher unbekannten Nicotin- 
saureamid-nucleosides (44), wodurch weiterhin die Voraussetzung 
zur Identifizierung der zweiten Pentose des Cozymasemolekiils ge- 
geben ist. 

Zur Isolierung wurde das enz)nnatische Hydrolysengemisch enteiweiBt, 
von Phosphorsaure befreit, mittels Silberfallung das Adenosin isoliert; 
die Mutterlauge enthalt das Nicotinsaureamid-nucleosid, das aus sehr 
konzentrierter Losung durch Aceton und Ather gefallt wird. Es zeigt die 
typische Eigenschaft der Pyridiniumverbindungen, wie Cozymase, 
Codehydrase II, und auch der KARRERschen Modellsubstanzen: Reduzier- 
barkeit mit Hydrosulfit, wobei intermediar die Monohydroverbindung 
auftritt. Die Dihydroverbindung zeigt das typische Absorptionsmaximum 
der N-substituierten o-Dihydro-nicotinsaureamidderivate bei 340 m//, das 
beim AnsHuem verschwindet. Auch hinsichtlich der Hypojoditreaktion 
und Stabilitat entspricht das Produkt den Erwartungen. Es ist bemerkens- 
wert, dafi das Nucleosid keine Coenz5nnwirkung an Alkohol-apodehydrase 
ausiiben kann und im GSlrtest somit unwirksam ist, auch wenn man 
Adenosin-5~phosphorsauren zugibt. 

Die Untersuchungen liber das Nucleosid und vor allem seine Kohle- 
hydratkomp>onente sind noch nicht abgeschlossen. 

PcNTtscbritte d. Chem. org. Naturst. 1 . 
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F. Bau der Cozymase. 

Das Resultat der im vorausgehenden beschriebenen Untersuchungen 
laBt sich durch die untenstehende Stnikturformel wiedergeben (j/, 48 ); 
der Verlauf der verschiedenen Spaltungsreaktionen und die dabei ent- 
stehenden Bruchstiicke sind der Dbersichtlichkeit halber darunter auf- 
gezeichnet. Noch nicht bewiesen ist, daB die Pentose des Nicotinsaure- 
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Alkalische Hydrolyse: 
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Entymatische Hydrolyse: 
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amid-nucleotides d-Ribose ist. Atich laBt sich nicht entscheiden, welches 
Phosphorsauremolekiil Partner der betainartigen Bindung mit dem 
Nicotinsaureamid ist. Als Haftstelle der Ribose des Adenin-nukleotids am 
Purinkem wurde auf Grund der diesbeziiglichen Untersuchungen von 
Gulland nnd Holiday (^9) das N-Atom 9 angenommen. 


IV. Ist Cozymase ein phosphat-iibertragendes 
Coenzym? 

Mit einigen Ausnahmen (z. B. Embryonalgewebe, gewisse Sarkome) 
vollzieht sich der Kohlenhydratabbau in Tier und Pflanze liber die Zucker- 
phosphors^ureester. Die Bildung dieser Zymophosphate kann erfolgen: 
I. Durch direkte Veresterung mit PhosphorsSure. Unter welchen Umstanden 
nach Parnas, Ostern und Mann (6j) die Hydrolyse des Glykogens unter 
Bildung von Hexosemonophosphat erfolgt und welche Aktivatoren (Cozy¬ 
mase, Adenylsaure, Adenosin-triphosphorsaure) dabei mitwirken, steht 
noch nicht test und wird noch untersucht [Bauer und v. Euler (60)]. 
Direkte Veresterung kann auch an der Dihydrocozymase eintreten. 

2. Durch Umphosphorylierung. Dieselbe wird skizziert durch die 
Reaktionsfolge: Phosphobrenztraubensaure—Adenylsaure (Adenosindi- 
phosphorsaure)—Adenosintriphosphorsaure—Hexosemonophosphat. Letz- 
tere Reaktionsphase wird durch das von Euler und Adler (59) beschrie- 
bene Enzym Phosphorylase (Heterophosphatase) vermittelt. 

Als man noch keine Reinigungsmethoden fur Coz)miase hatte, die mit 
Sicherheit die Abtrennung der Adenylsauren gestatteten, wurde an solchen 
Praparaten regelmaBig eine Wirkfahigkeit als Cophosphorylase in ty- 
pischen Umphosphorylierungssystemen beobachtet und sogar ein ver- 
meintliches Coz5anase-p5a-ophosphat beschrieben (50). Heute kann gesagt 
werden, dafi bei zahlreichen untersuchten Reaktionen die Cozymase die 
Adenosin-5-phosphorsauren als umphosphorylierendes Coenz3mi nicht 
ersetzen kann. Wenn tiberhaupt die Cozymase als PhosphatUber- 
triger wirken kann, so steht sie den Adenylsauren an Bedeutung 
nach (51,52). 

Uber den eventuellen Wirkungsmechanismus gibt es im wesentiichen 
zwei Annahmen; 
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a) die Dihydrocozymase wird direkt phosphoryliert {54c) \ 

die so entstandene hydrierte Codehydrase II (CoHj II) iibertragt dann 
ihr Phosphat durch Umesterung auf Adenylsdure bzw. Adenosindiphos- 
phorsaure. 

b) eine reversible Spaltimg 

Cozymase {Dihydro-cozymase) ^ Nicotinsaureamid-nukleotid.-f Adenylsaure 

ist der primare Vorgang, die freigelegte Adeiiylsaure (oder eines ihrer 
Homologen) iibt dann die Cophosphorylase-wirkung aus (26, 52, 5J, 54). 

Die Frage der phosphat-iibertragenden Wirkung der Cozymase und 
ihrer Anteilnahme an der Koppelimg von Oxydoreduktion und Phos- 
phorylierung ist derzeit ein Hauptgegenstand der physiologisch-chemischen 
Untersuchungen an diesem Coenzym. 

V. Derivate der Cozyma.se. 

Die Derivate der Coz3miase, die man durch milde chemische Eingriffe 
erhalt und die noch Dinucleotid-Charakter haben, besitzen aus verschie- 
denen Griinden Interesse: Das Eliminieren einer bestimmten Gruppe aus 
dem Molekul gibt AufschluB liber deren Bedeutung und Funktion bei der 
biologischen Wirkung als Coenzym. So geht die Fahigkeit zur Wasser- 
stoffiibertragung durch alle Eingriffe am Nicotinsaureamidkern (z. B. 
vollige Hydrierung oder Hypojoditreaktion) verloren. 

Bisher sind zwei Derivate der Coz)miase eingehender untersucht worden. 
Sie werden im folgenden beschrieben. 

Desamino-cozymase. 

LaBt man Nitrit in essigsaurer Losung bei Zimmertemperatur auf 
Cozymase einwirken, so wird die Aminogruppe des Adenins gegen Hydro¬ 
xyl ausgetauscht (55). 

Durch saure Hydrolyse der so erhaltenen Desamino-cozymase wurde 
die Richtigkeit obiger Formulierung erwiesen: Anstatt des in der Co¬ 
zymase enthaltenen Adenins wurde dabei Hypoxanthin, dagegen Nicotin- 
saureamid wie aus Cozymase isoliert. Die Desamino-cozymase verhait 
sich, abgesehen von der biologischen Wirkungsintensitat, sehr ahnlich der 
Cozymase: Zusammensetzung CjaHjeOuN^Pj^ einbasisch, kein leicht 
hydrolysierbares Phosphat, gleiche StabiUtat, Reduzierbarkeit durch 
Hydrosulfit u. dgl. 

Ihre Darstellung und eingehende Untersuchung hatte den folgenden 
Zweck: Es sollte gepriift werden, ob die Aminogruppe des Adenins bei der 
Bindung an das Apoenz}^! wesentlichen Anteil hat. Dies trifft z. B. im 
System der alkoholischen Garung zu, indem Desamino-coz3mase nur ein 
Drittel der Aktivitat der Cozymase zeigt. Im vorausgehenden Abschnitt 
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wurde die Frage der Cophosphorylase-wirkung der Cozymase besprochen. 
Die dort beschriebene Alternative b, dafi dabei (insbesondere bei der alko- 
holischen Ga,rung) intermediSLr eine Abspaltung von Adenylsaure erfolge, 

I I 

N—C CH 

CONH, © O OH CH 

© I I \ 

y N~C5H803---0--P-~0--P--0-—C5Hg03-~N^---N 


: HNO, 


HO—C N 


CONH, 




© O 
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OH 
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CH 


N—C CH 




N—C^HgOa—O—P—O—P—O—CsHgOs—N—C—N 


II 

I ii 

o o 

Kinwirkung von HNOj auf Cozymase. 


die dann als Cophosphorylase wirken wiirde, wird unwahrscheinlich, was 
aus Experimenten mit Desamino-coz5miase statt Cozymase hervorgeht. 
Durch eine entsprechende Spaltung der Desamino-cozjmiase konnte nto- 
lich Inosinsaure statt Adenylsaure entstehen: 

Desamino-cozymase ^ Nicotinsaureamid-nukleotid -j- Inosinsaure. 

Die Inosinsaure und ihre Derivate konnen aber kaum als Cophosphory¬ 
lase wirken. Der Umstand allein, daB Desamino-coz5miase im Garsystem 
Coenzymwirkung hat, spricht gegen diese Theorie. Setzt man der 
Garmischung auBer Desamino-cozymase noch Adenylsaure (oder ihre 
Homologen) zu, so ware zu erwarten, daB aus dem, nach obiger Gleichung 
entstandenen Pyridin-mononukleotid durch Vereinigung mit der an- 
wesenden Adenylsaure einer natiirlichen Tendenz zufolge Cozymase 
gebildet werden wiirde, die an der 3mal groBeren Garungsaktivierimg 
leicht zu erkfennen sein miiBte. Das Experiment ergab aber, daB Zusatze 
von Adenosin, Adenylsaure, Adenosin-di- und -triphosphorsaure zum 
Garsystem mit Apozymase und Desamino-cozymase keinerlei EinfluB 
haben. So erscheint es eher moglich, daB die Phosphatiibertragung durch 
die Cozymase selbst erfolgt, ohne daB eine Spaltung fiir diese Wirkung 
Bedingung ist. 

Um den Vorgang der Phosphatiibertragung unabhangig von der 
Wasserstoffilbertragung studieren zu konnen, war die Blockierung der 
Oxydoreduktionsgruppe der Cozymase notwendig, was einfach und scho- 
nend durch die vollige Hydrierung des Pyridinkemes zur entsprechenden 
Piperidinverbindung erreichbar ist (52). Die so erhaltene 
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Hexahydro-cozymase 

hat auBerdem den Vorzug zweibasisch, wie die Dihydrocozymase zu sein, 
wodnrch die Moglichkeit zur Aufnahme und Wiederabgabe von Phosphat 
eher gegeben erscheint. 

H,N—C - N 


CONH, 

I H 0 O OH CH 

/C c © I I 

HC 4 >N—CjH.O,—O—P—O—P—O—C.HgO,— 

ii i: 

H H O O 


N—C CH 


HgN—C N 


CONH, 

Hi H, HO OH CH 1 

.C-C. II \ I 

H,C< >N—C,H,0,—a-P—O—P—O—CjH.O,—N—O—N 

"c-c' I' Ii 

H, H, O O 

Katalytische Hydrierung der Cozyxna&e. 

Die Hydrierung erfolgt katalytisch. Um eine Hydrierung der Putin- 
base, die in saurer Ldsung langsam erfolgt, zu vermeiden, envies es sich 
als vorteilhaft, in schwach alkalischem Medium zu hydrieren. Da aber 
gerade durch Alkali aus Cozymase so leicht Adenosindiphosphorsslure 
bzw. Adenylsaure entsteht, muBte der erstgenannte Nachteil in Kauf 
genommen werden und in waBriger Losung bei der Eigenaziditat der 
Coz5miase hydriert werden. 

An der Hexahydro-cozyinase wurde imter gewissen Bedingungen eine 
Cophosphorylasewirkung festgestellt, doch bediirfen die diesbeziiglichen 
Resultate noch der Nachprtifung, da die Einheitlichkeit der PrSparate 
nicht hinreichend gesichert ist. 
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Nucleinsguren. 

Von H. Bredereck, Leipzig. 

1. Einleitung. 

Unsere Kenntnis iiber die Nucleinsauren hat in den letzten Jahren 
sowohl in biologischer als auch in chemischer Hinsicht eine weitgehende 
Fdrderung erfahren. Das Vitamin Bg (Lactoflavin) sowie eine Reihe von 
Cofermenten sind als Nucleinsaurederivate erkannt worden. Damit ist 
zum erstenmal die stets vermutete groBe biologische Bedeutung dieser 
Substanzklasse offensichtlich geworden. Dariiber hinaus sind neue An- 
sichten iiber die Funktionen der Nucleinsauren als Bestandteile der Zell- 
kcme geauBert worden, die. in’weiteren Punkten die groBe Bedeutung 
der Kernsubstanzen enthiillen. Allerdings bediirfen gerade diese letzteren 
Ansichten noch einer eingehenden Bestatigung. 

Nachdem durch die Arbeiten der friiheren Jahrzehnte ein ungefahres 
Bild iiber den Aufbau der Nucleinsauren geschaffen war, sind in den letzten 
Jahren die Nucleoside und Nucleotide weitgehendst aufgeklart und 
wichtige Beitrage iiber den Aufbau der Polynucleotide, insbesondere der 
Thymo- und Hefenucleinsaure, erbracht worden. Gerade die Frage nach 
der Konstitution der Polynucleotide hat im Zusammenhang damit auch 
das Fermentsystem der die Nucleinsauren spaltenden Fermente, der 
,,Nucleasen‘*, einer eingehenden Bearbeitung erschlossen. Diese Er- 
kenntnisse iiber die Nucleasen haben dann erstmals zur Isolierung der 
Desoxyribo-nucleoside und Desox5aibo-nucl€otide aus Thymonuclein- 
saure gefiihrt sowie zu einer praparativ sehr ergiebigen Darstellung der 
Nucleoside aus Hefenucleinsaure.. Diese bequeme Zuganglichkeit der 
Nucleoside machte sie wiederum zu Ausgangssubstanzen fiir weitere 
synthetische Versuche sowie auch fiir die Gewinnung der biologisch 
wichtigen d-Ribose. 

II. Allgemeine Bedeutung. 

Das von Kuhn sowie von Karrer eingehend untersuchte Vitamin 
(Lactoflavin) (I) kann als ein Nucleinsaurederivat angesprochen werden. 
Von einem natiirlichen Nucleosid (Definition siehe S. 125) unterscheidet 
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es sich lediglich durch das Fehlen der Glykosidbindimg und damit der 
Zuckersauerstoffbriicke. Es ist aber sehr wahrscheinlich, daB die Vor- 
stufe des Lactoflavins in der Natur ein echtes Nucleosid darstellt. Die 
Zuckerseitenkette im Lactoflavin besitzt die Konfiguration der d-Ribose 
und aus dem Isoalloxazinring laBt sich unschwer ein Purinskelett heraus- 
schalen. Im Darm findet die Veresterung des Lactoflavins an der pri- 
maren Hydroxylgruppe zur Lactoflavinphosphorsaure statt, ein Vorgang, 
der auch synthetisch nach folgendem Reaktionsschema durchgefiihrt 
warden konnte [Kuhn (5 ^«)]: 

Lactoflavin (I) TrityHactoflavin (II) -> Trityl-triacetyl-lactoflavin (III) 
Triacetyl-lactoflavin (IV) —► Lactoflavinphosphorsaure (V). 

Lactoflavinphosphorsaure stellt eine Art Nucleotid dar (Definition 
siehe S. 133) und ist als das Coferment des von Warburg ent- 
deckten „gelben Ferments^ erkannt worden. Zusammen mit dem spe- 
zifischen EiweiB konnte Lactoflavinphosphorsaure zu diesem gelben Fer¬ 
ment synthetisiert warden [Kuhn (5 <^ft)]. Das gelbe Ferment ist in das 
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Atmungssystem eingebaut und ist dadurch mit der Coz3nnase verkniipft: 
Nicht nur bei enzyxnatischen anaeroben Oxydoreduktionen nimmt die 
Coz5miase (= Codehydrase I) den Wasserstoff von einem Donatorsystem 
(z, B. TriosephosphorsSlure Phosphoglycerinsaure) auf und gibt ihn an 
ein Akzeptorsystem (z. B. Acetaldehyd Alkohol) ab, sondem auch bei 
reinen Dehydrierungen (Oxydationen) nimmt die Cozymase den Wasser¬ 
stoff auf. Die dabei entstehende Dihydro-cozymase wird reoxydiert durch 
Vermittlung des „gelben Ferments", dessen Leukoverbindung wiederum 
auf verscluedenen Wegen reoxydiert werden kann, entweder durch Sauer- 
stoff Oder einen Oxydationskatalysator, wie Cytochrom c, oder aber durch 
gewisse Athylenverbindungen. Fiir die Hydriening letzterer ist die Mit- 
wirkung einer besonderen Hydrase anzunehmen. 

Durch die eingehenden Untersuchungen von v. Euler konnte die 
Cozymase (VI) als ein Nucleinsaurederivat (Dinucleotid) erkahnt werden. 
Einen ^nlichen Bau besitzt die von WARBURG(ji5a) aus roten Pferde- 
blutzellen isolierte Codehydrase II (VII). 
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(VII) 


Die vorstehend genannten Cofermente, Cozymase, Codehydrase II und 
Lactoflavinphosphorsaure stellen reine Wasserstoffhbertrager dar. In den 
biologischen VorgSngen der GSxung und der Glykolyse ist die Wasserstoff- 
hbertragung mit Phosphathbertragungen verkniipft. Als Cophosphorylase 
fungiert die Adenosintriphosphorsaure (== Adenylpyrophosphors^ure) 
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(S. 137), die gleichfalls ein Nucleinsaurederivat darstellt. Auf dem 
Zerfall und der Resynthese dieser Substanz benihen zum Teil die che- 
mischen Vorg^nge bei der Muskelkontraktion [Lohmann (94a)]. 

Fragen wir uns nach der hiologischen Synthese der genannten Co- 
fermente, so scheint es im Falle der Coz5miase, Codehydrase II und der 
Cophosphorylase denkbar, daB sie aus den Nucleins£luren des Zell- 
kems bzw. Protoplasmas (S. 146), z. B. der Hefenudeinsaure, ent- 
stehen. Die Hefenudeinsaure wird fermentativ in die einzelnen Nudeotide 
zerlegt, u. a. auch in die Hefeadenylsaure (S. 133). Durch eine Phos¬ 
phatase {= Nucleotidase) erfolgt deren Dephosphorylierung zum Ade- 
nosin. Adenosin laBt sich mm durch ein in der Hefe vorhandenes Ferment 
zu Adenosintriphosphorsaure, d. h. Cophosphorylase, phosphorylieren, 
anderseits dtirfte sie auch die Grundsubstanz fiir die fermentative 
S5mthese der Coz3miase bzw. Codehydrase II darstellen [Ostern u. 
Terszakowei^ (98)]. 

Die Funktionen der Nucleinsauren in den Zellkemen sind noch nicht 
volhg gekiart. Mit Hilfe einer besonderen Absorptions-MeBmethode wurde 
vonCASPERSSON (26) das Auftreten der Nucleinsauren wahrend bestimmter 
Phasen der Zellaibeit beobachtet: Wahrend der-Arbeit einer serosen Driise 
ist der Nucleinsauregehalt der Kerne in den verschiedenen Funktions- 
stadien sehr verschieden, was fiir eine unmittelbare Teilnahme der Nuclein¬ 
sauren an den Stoffwechselprozessen spricht. Wahrend der mitotischen 
Zellteilung ist die Nucleinsaure in alien Stadien in den Elementen lokali- 
siert, welche die Chromosomen aufbauen. Wahrend der Vorbereitung zur 
Zellteilung nimmt der Nucleinsauregehalt der Kerne zu, um dann, wenn 
die Zellteilung abgeschlossen ist, sich wieder zu verringem. Das scheint 
darauf hinzudeuten, daB fiir das Zustandekommen einer mitotischen 
Teiliing eine bestimmte Menge von Nucleinsaure notig ist. Die Verande- 
rung der Konzentration wahrend der Teilung und die oben erwahnte 
Lokalisation weisen auf die zentrale Rolle der Nucleinsaure bei der Zell¬ 
teilung hin. In Speicheldriisen-chromosomen (Drosophila- und Chiro- 
nomuslarven) wurde von Caspersson, mit Riicksicht auf Erorterungen 
iiber die substantielle Grundlage der Gene, die Verteilung von Nuclein¬ 
saure und EiweiB untersucht. Die genannten Chromosomen erwiesen sich 
als abwechselnd aus nucleinsaurereichen und nucleinsaurefreien Segmenten 
aufgebaut. Beide Segmentarten enthalten EiweiBkdrper, was fiir beide 
die Moglichkeit ergibt, Trager der Gene zu sein unter der Annahme, daB 
diese eiweiBahnlicher Natur sind. In bestimmten nucleinsaurereichen 
Segmenten tritt nach der Digestion eine hochorganisierte Struktur auf, 
welche man vorher nicht beobachten konnte. Der hbchst komplizierte 
Aufbau der nucleinsaurereichen Segmente kann bedeuten, daB sie die 
groBere Voraussetzung haben, Trager der Gene zu sein, als die struktur- 
losen nucleinsaurefreien Teile. 
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III. Konstitution der Nucleinsfturen. 

Die neueren Ergebnisse der Konstitutionsaufklarung der Nucleinsauren 
sollen in der Weise behandelt werden, daB zunachst die Konstitution der 
kleinsten Bausteine, der Nucleoside, dann die der Nucleotide und schlieB- 
lich die der Polynucleotide besprochen wird. Da einige Darstellungs- 
methoden der Nucleoside und Nucleotide auf einer fermentativen Methode 
beruhen, da weiterhin die Konstitutionsaufkla,rung der Polynucleotide 
aufs engste mit der Spezifitat und Charakterisierung der die Polynucleo¬ 
tide bis zur Stufe der Nucleotide spaltenden Fermente, der ,,Polynucleo- 
tidasen“, verkniipft ist, wird es notwendig sein, jeweils auch auf die in 
Frage stehenden Fermente kurz einzugehen. 

A. Nucleoside. 

Unter Nucleosiden versteht man Verbindungen, die als Spaltstiicke 
der Nucleinsauren aus einem Kohlehydrat (Ribose bzw. 2-Desoxyribose) 
und einer Base (Purin bzw. Pyrimidin) bestehen. Je nach der Natur des 
Kohlehydrats spricht man von Ribo-nucleosiden und Desox5nibO“nucleO“ 
siden. 

X. Riho-nucleoside. 

a) Darstellung. Ribonucleoside wurden als Spaltstiicke der Hefe- 
nucleinsSure erstmals von Levene und Jacobs ( 72 , 76 ) in kristallisiertem 
Zustand gewonnen. Die Darstellung beruhte auf der ammoniakalischen 
Hydrolyse der Hefenucleinsaure im Autoklaven bei 175 ® AuBentemperatur. 
Infolge der robusten Methode und eines komplizierten Aufarbeitungs- 
ganges waren die Ausbeuten an den einzelnen Nucleosiden nur gering. 

Mit geeignet hergestellten Fermentpraparaten, z. B. aus SiiBmandeln, 
Luzemensamen, gekeimten Erbsen usw.,gelangBREDERECK(jj) eineglatte 
Aufspaltung der Hefenucleinsaure bis zur Stufe der Nucleoside. Die ge- 
nannten Fermentpraparate besaBen eine polynucleotidatische und nucleo- 
tidatische, jedoch keine nucleosidatische und amidatische Wirksamkeit 
[Bredereck, Beuchelt u. Richter (x 5 )]. Gerade das Fehlen der beiden 
letztgenannten Fermente fiihrte zur Darstellung der in der Hefenuclein- 
siure vorgebildeten Nucleoside, w^hrend mit tierischen Fermentpra- 
paraten wegen des gleichzeitigen Gehaltes an Amidasen auch die Desami- 
nierungsprodukte der urspriinglich vorliegenden Nucleoside erhalten 
wurden [Bielschowski ( 6 ); Bielschowski u. Klemperer Eine 
Beschleuhigung der Aufspaltung laflt sich dadurch erreichen, daB man die 
Hefenucleinsaure zunachst mit Alkali zu den Nucleotiden aufspaltet und 
dann das Nucleotid-Gemisch der Fermentspaltung unterwirft. Durch 
diese fermentative Methode gelmgt es, in einfachster Weise aus i kg 
Hefenucleinsaure 180—200 g kristallisiertes Guanosin und 350-~450g 
Adenosin als Pikrat zu erhalten. Die weitere Aufarbeitung zu den Nucleo- 
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siden Cytidin und Uridin wurde nach der Mcfthode von Levene (72, 76) 
durchgefiihrt und ist hinsichtlich ihrer Verbessening und Vereinfachung 
gegenw^ig noch Gegenstand von Untersuchungen. Wahrend die Zer- 
legung des Adenosinpikrats bisher nach der Methode von Levene (72, 76) 
mit Schwefelsaure durchgefiihrt wurde, gelang eine wesentliche Verein¬ 
fachung und eine Verbesserung der Ausbeute von etwa 25% auf 60—85% 
d. Th., durch Zierlegung mit basischen Substanzen wie Kalilauge Oder 
Ammoniak [Bredereck 

Durch die bequeme Zuganglichkeit von Guanosin und Adenosin ist 
nunmehr auch die d-Ribose, die bisher im wesentlichen auf S5nithetischem 
Wege dargestellt wurde, ein einfach herzustellender Zucker geworden, 
Guanosin imd Adenosin lassen sich durch Kochen mit 0,1 n-Schwefelsaure 
[Levene (65)] oder auch waflriger Ameisen- oder Essigsaure [Bre¬ 
dereck (jj)] glatt in Ribose und die Purinbase zerlegen. Gleichzeitig ist 
es nunmehr auch moglich, in grdBerem Mafistab S5mthesen zur Dar- 
stellung von Phosphorsaureestem dieser Nucleoside durchzufiihren (S. 143). 

Darstellung der Riho-nucleoside [Brbdbrbck (15, 14)]: 100 g Hefenucleinsaure 
werden in 200 ccm Wasser aufgeschl&mint und auf dem Wasserbad mit 2 n-Natron- 
lauge gegen Lackmus neutralisiert. Zur klaren L6sung werden 11,7 g NaOH, gelOst 
in wenig Wasser, gegeben und die gesamte L6sung 2 Stunden auf dem Wasserbad 
erwarmt. Zur auf 4Q° abgekiihlten LOsung werden 324 ccm 40° warme, verdiinnte 
Essigsaure (24 ccm Eisessig und 500 ccm Wasser) und sodann 500 ccm filtrierte 
Fermentldsung (10 g Ferment in 300 ccm Wasser) zugefiigt und der Ansatz, mit 
einigen Tropfen Toluol versetzt, bei 37® unter taglichem Umschtltteln aufbewahrt. 
Nach 6—12 Tagen, je nach Reinheit des Ferments, ist die Abscheidung des Guano- 
sins beendet. Ausbeute; zirka 20 g. Zur Reinigung wird das Guanosin aus Wasser 
mit etwas Tierkohle umkristallisiert. Das Filtrat des Guanosins wird kurz auf- 
gekocht und das ausgeflockte EiweiO abgesaugt. Zur etwa 50® warmen L6sung 
werden unter Schiltteln 60 g Pikrinsaure gegeben, die sich beim Umschhtteln in 
kurzer Zeit Idsen. Beim Erkalten und Aufbewahren im Eisschrank scheidet sich 
das Adenosinpikrat ab. Ausbeute; zirka 40 g. Zur Gewinnung des freien Adenosins 
werden 75 g Pikrat (umkristallisiert) in 250 ccm Wasser aufgeschl&mmt, 8 g KOH 
in 50 ccm Wasser zugegeben und zur Abscheidung des Kaliumpikrats kurz erwkrmt. 
Durch Abkiihlen auf Raumtemperatur und kurzes Stehen bei o® wird die Abschei- 
dung vervoUstkndigt. Das Filtrat des Kaliumpikrats erstarrt nach Animpfen und 
Aufbewahren ilber Nacht im Eisschrank zu einem Kristallbrei von Adenosin. Nach 
Absaugen wird mit wenig Eiswasser und anschlieBend mit Aceton nachgewaschen. 
Ausbeute; 30 g. Die G^wixmung des Cytidins und Uridins folgt den alten bekannten 
Angaben von Lbvbnb (72, 76). 

b) Konstitution. Was die Konstitution der Ribonucleoside anbetrifft, 
so war die glykosidische Verknilpftmg zvdschen Ribose und Base schon 
iShiger bekannt. In neueren Arbeiten wurde einmal die Furanosestruktur der 
Nucleoside, zum weiteren die Haf tstelle zwischen Base und Zucker ermittelt: 

Bredereck (9, 10, ii) konnte ftir Uridin, Cytidin, Adenosin und Ino- 
sin die Furanosestruktur beweisen: Die genannten Nucleoside gaben mit 
Tritylchlorid in Pyridin kristallisierte Monotritylverbindungen. DaB im 
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Falle des Cytidins und Adenosins Tritylchlorid nicht mit der gleichfalls 
vorhandenen Aminogruppe in Reaktion getreten war, konnte dadurch 
ausgeschlossen werden, daB die Tritylverbindungen sich als unspaltbar 
gegentiber alkoholischer Kalilauge erwiesen. DaB die Tritylgnippe an der 
primaren Hydroxylgruppe (C-Atom 5 der Ribose) sitzt ~ in der Regel 
reagiert Tritylchlorid nur mit der primaren Hydroxylgruppe eines Zuckers, 
jedoch sind auch Ausnahmen von dieser Regel bekannt —. konnte dadurch 
gezeigt werden, daB /x-Methylribosid, welches als Pyranosederivat keine 
primSlre Hydroxylgruppe tragt, nicht mit Tritylchlorid reagierte. Einen 
weiteren Beweis fiir die 5-Stellung des Trityls im Trityluridin konnten 
Levene und Tipson {84) dadurch erbringen, daB sie Trityluridin (VIII) 
zum Dimethyl-trityl-methyl-uridin (IX) methylierten, nach Abspaltung 
eines Methyls und des Trityls Dimethyluridin (X) erhielten und daraus 
mit p-Toluolsulfochlorid Tosyl-dimethyluridin (XI). Der Tosylrest, der 
an der gleichen Stelle sitzt wie vordem der Tritylrest, lieB sich mit Jod- 
natrium in Aceton gegen Jod austauschen unter Erhalt von 5-Jod-dimethyl- 
uridin (XII). Da dieser Austausch in der Regel nur mit der an der 
primaren Hydroxylgruppe sitzenden Tosy]grupp)e vor sich geht, war damit 
die 3-Stellung des Tosyl- und somit auch des Trityl-restes bewiesen. 
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Ein weiterer Beweis fiir die 5-Stellung des Tritylrestes im Trityl- 
adenosin (XIII) wurde durch die Oberfiihrung dieser Substanz in Tritosyl- 
trityladenosin (XIV) und weiter, nach Abspaltung des Trityls, in Tritosyl- 
adenosin (XV) erbracht. In dieser Verbindung lieB sich keiner der Tosyl- 
reste gegen Jod austauschen, womit gezeigt ist, daB die 5-Stellung frei 
ist und daB urspninglich der Tritylrest dort gesessen haben muB [Levene 
und Tipson (^<^)]. 
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Den Beweis der Furanosestruktur fiir Guanosin und Adenosin erbrachte 
Levene [6 j, 64), indem er das Nucleosid methylierte, die Methylver- 
bindung hydrolysierte (an der Glykosidbindung) und neben dem methy- 
lierten Purinderivat einen Ribosetrimethylather (XVI) erhielt, der bei der 
Oxydation inaktive Dimethoxybemsteinsaure (XVII) ergab: 
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Somit war fur sanUliche Nucleoside die Furanose-struktur bewiesen. Da 
aber bei der Darstellung der einzelnen Nucleoside aus der HefenucleinsS,ure 
Oder den entsprechenden Nucleotiden eine Anderung der Ringstruktur — 
zumal aus einem Pyran- in den labileren Furanring — ausgeschlossen war, 
so folgte aus obigen Versuchen, dafi auch in den Nucleotiden und schlieBlich 
in der Hefenucleinsaure selbsit eine Furanose-struktur der Ribose vorliegt. 

Auf Grund linger zuriickliegender Versuche von Levene {62) war als 
Haftstelle der Ribose am Purinkem Stellung 7 angenommen worden, 
ohne jedoch die 9-Stellung damit ausschlieBen zu konnen. Gulland 
(J9, 40, 40 b) konnte nunmehr zeigen, daB das Absorptionsspektrum 
des Guanosins mit dem des 9-Methylguanins, das des Xanthosins, 
des Desaminierungsproduktes des Guanosins, mit dem des 9-Methyl- 
xanthins, das des Adenosins mit dem des 9-Methyladenins tibereinstimmt. 
Er schlieBt daraus auf eine Verkniipfung In Stellung 9 bei den Purin- 
nucleosiden. Die Haftstelle bei den Pyrimidinnucleosiden konnte wie folgt 
bewiesen werden : Levene undXiPSON (83) erhielten durch Acetylierung 
des Trityluridins (XVIII) das Diacetyl-trityluridin (XIX), daraus durch 
Methylierung Methyl-diacetyLtrityluridin (XX) und durch anschlieBende 
Hydrolyse uber Trityl-methyluridin und Methyluridin das i-Methyl- 
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uracil (XXI), das sich mit dem bereits von Johnson und Heyl {45) er- 

haltenen Produkt als identisch envies. Damit ist die Stellung 3 als 

Haftstelle bei den P)nrimidinnucleosiden erwiesen. 

Ftir die Ribonucleoside Adenosin, Inosin, Guanosin, Xanthosin, Cytidin 

und Uridin ergeben sich somit 

die folgenden Konstitutionsformeln: 
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Offen bleibt nach wie vor, ob eine oc- oder ^-glykosidische Bindung 
vorliegt. Die Tatsache' jedoch, daO fast s&mtliche in der Natur aufge- 
fundenen Glykoside der /J-Reihe angehoren, spricht auch bei den Nucleo- 
siden fiir eine ^-glykosidische Bindung. 

2. Desoxyribo-nucleoside. 

a) Darstellung. Zum Unterschied von den vorstehend besprochenen 
Ribonucleosiden enthalten die Desoxyribonucleoside als Spaltstiicke der 
Thymonucleins^ure als Kohlehydrat die 2-Desoxyribose, Dieser Zucker 
konnte durch Hydrolyse des Guanin-desox5nibosids erhalten uud als 
identisch mit der s5r|ithetisch dargestellten 2-Desoxyribose erkannt 
werden [Levene, Mori und Mikeska (79, 80)]. Die Isolierung der 
Desoxyribo-nucleoside gelang durch fermentative Hydrolyse derThymo- 
nucleinsSLure: Thannhauser und seine Mitarbeiter {108, log, 7) erhielten 
sie durch Einwirkung eines Fermentpraparates aus der Mucosa des Diinn- 
darms. Von Levene (77, 7^, 67, 68) wurden die Nucleoside so gewonnen, 
dab er eine Losung der Thymonucleinsaure durch ein Segment des gastro- 
intestinalen Traktes eines Hundes passieren lieB und sie aus einer Intesti- 
nalfistel sammelte. Auch das durch Aceton gefallte Fermentpraparat 
konnte verwendet werden. Erhalten wurden nach diesen Methoden, in 
allerdings nur sehr geringen Mengen: Guanin-desoxyribosid, Hypoxanthin- 
desoxyribosid, Cytidin“desox)njbosid imd Th5miin-desoxyribosid. Hypo- 
xanthin-desoxyribosid liegt als solches in der Thymonucleinsaure nicht 
vor, vielmehr ist es durch fermentative Desaminierung aus dem Aderiin- 
desoxyribosid hervorgegangen. Durch Zufugen von Ag-Ion konnte die 
Wirkung der Amidase ausgeschaltet und so auch Adenin-desox5Tibosid 
erhalten werden [Klein (52)]. 

Darstellung def Desoxyribo-nucleoside: 100g thymonucleinsaures Natrium werden 
in 500 com warmem Wasser geldst und mit Natronlauge schwach alkalisch ge- 
macht. £s werden 50 g Magnesiumacetat in waBriger L6sung sowie ill n-Ammoniak- 
Ammoniumacetat-Puffer (pH 8,9) hinzugefiigt. Zu diesem Gemisch wird die Enzym- 
l 5 sung, entsprechend $00 ccm Glycerinextrakt aus Darmschleimhaut, hinzugegeben 
und die L6sung auf ein Volumen von 5 1 gebracht. Das Gemisch wird 6—8 Stunden 

37 ® gehalten, damach zur EnteiweiBung mit Eisessig auf pn 4,7 gebracht. Nach 
kurzem Stehen flockt das EiweiB aus, so daB ein klares Filtrat erhalten wird. Die 
Ldsung wird mit Amihoniak neutralisiert, wobei sich die LOsung durch ausfallendes. 
A mmn n inmma. gn e siuTnphf>spha.t triibt. Sie wird im Vakuum bei 35^ auf xooo 
bis 1200 ccm eingeengt und mit 200 ccm Magnesiumacetatldsung versetzt. Nach 
mehrsttindigem Stehen wird vom Ammoniummagnesiumphosphat abgesaugt 
(zirka 37 g) und das Filtrat auf ein Volumen von 400 ccm gebracht. Von der beim 
Erkalten entstehenden Gallerte wird unter KUhlung abzentrifugiert und der Nieder- 
schlag erst mit 5pproz. Alkohol, dann mit pbproz. Alkohol gewasdien. £r 

wird in warmem Wasser g^dst und bei neutraler Reaktion mit basischem Bleiacetat 
versetzt. Von einem geringen Niederschlag wird abgesaugt und das Filtrat mit 
konzcmtriertem Ammoniak stark alkalisch gemacht, dM Lfl^ung rasch zum Sifiden 
erhitzt und filtriert. Nach mehrstttndigem Stehen im Eisschrank wird der 
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entstandene Niederschlag abgesaugt, gewaschen und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. 
Das Filtrat des Bleisulfids wird bei 30^ im Vakuum eingeengt. Dabei scheidet sich 
das Guanin-desoxyribosid aus. das amal aus Wasser umkristallisiert wird. Aus- 
beute: i g. Sintern bei 200® und Zersetzen bei weiterem Erhitzen. 

Das Filtrat der Gallerte wird auf 300 ccm gebracht und mit Bleiacetat ver- 
setzt; die L 5 sung bleibt klar. Beim Zugeben von Ammoniak im t)berschuO entsteht 
ein volumindser Niederschlag. Das Filtrat dieser Fallung wird vom iiberschiissigen 
Ammoniak befreit und Schwefelwasserstoff eingeleitet. Das Bleisulfid wird ent- 
fernt, die Ammonsalze mit Hilfe von Baryt im Vakuum zersetzt und die Ldsung 
mit verdiinnter Schwefelskure angeskuert, bis Kongopapier schwach blau gefkrbt 
wird. Das Bariumsulfat wird abzentrifugiert und die Essigskure durch Auskthern 
entfernt. Dann wird mit Barytwasser wieder neutralisiert und nach Entfernen 
des Bariumsulfats die Lbsung zu einem halbfesten Sirup im Vakuum eingeengt. 
Dieser wird mit absolutem Alkohol gehkrtet, bis ein fast weiBes Pulver entsteht. 
Der yerwandte Alkohol wird mit der doppelten Menge Ather versetzt. Die alkoho- 
lisch-ktherische L6sung scheidet beim Einengen im Vakuum manchmal eine schlecht 
in Drusen kristallisierende Substanz ab, die als Inosin identifiziert werden konnte. 
Manchmal bleibt die Ldsung klar, und es hinterbleibt nach dem Verdampfen ein 
gelbes Ol, aus dem beim Stehen sich 2—2,5 g einer in Nadeln kristallisierenden Sub¬ 
stanz abscheiden, die aus Thymin-desoxyrihosid bestehen. Das Rohprodukt wird 
durch Behandeln mit absolutem Alkohol in der Kklte vom anhaftenden Ol befreit. 
Nach Umkristallisieren aus Wasser schmilzt die Substanz bei 185°. Aus dem 
Filtrat kdnnen beim Stehen noch geringe Mengen Hypoxanthin desoxyribosid (bis 
zu 0,1 g) auSkristallisieren. Damach restiert ein gelbes Ol, das keinerlei Tendenz 
zur Kristallisation zeigt. Es wird mit alkoholischer PikrinskurelOsung versetzt. 
Es kristallisiert ein Pikrat aus, das nach Umkristallisieren aus Wasser oder 96proz. 
Alkohol in makroskopischen Nadeln erhalten wird. Ausbeute: zirka 3 g Pikrat des 
Cytosin-desoxyribosids. Sintem bei 190®. Die Zerlegung des Pikrats erfolgt wie 
iiblich: Versetzen mit Schwefelskure, Auskthern der Pikrins&ure, Entfernen der 
Schwefelskure mit Baryt. Das Filtrat des Bariumsulfats wird im Vakuumexsikkator 
eidgeengt. Es restiert ein schwach gelbes Ol, das mit Qbproz. Alkohol verrieben 
wird. Beim Verdunsten des Alkohols scheidet sich Cytosin-desoxyribosid in Nadeln 
ab, die mit Alkohol von anhaftendem Ol befreit werden. Schmelzp. 193°. 

Das mit Alkohol getrocknete Endfiltrat wird mit siedendem absolutem Alkohol 
so lange extrahiert, bis die Orcinreaktibn nur noch schwach positiv ist. Die alkoho- 
lische Ldsung wird mit gleichen Teilcn Ather versetzt und das Filtrat der Ather- 
fkUung im Vakuum eingeengt. Hierbei scheidet sich Hypoxanthin-desoxyribosid 
ab. Es wird aus Wasser umkristallisiert. Sintem zwischen 202—210°. Ausbeute: 
2^3 g- 

b) Konstitution. Was die Konstitution der Desoxyribo-nudeoside an- 
betrifft, so ist bisher lediglich die Furanosestruktur des Thymin-desoxy- 
ribosids bewiesen worden. Diese Verbindung lieferte eine krist. Trityl- 
verbindung [Levene undXiPSON {86)], Es ist als sehr wahrscheinlich an- 
zunehmen, da6 auch die tibrigen Desoxyribo-nudeoside Furanosestruktur 
besitzen. Ebenso diirften die Haftstellen des Kohlehydrats an der Base 
die gleichen sein wie bei den entsprechenden Ribcmudeosiden. Fiir 
Adenin-desoxyribosid und Guanin-desoxyribosid ist auf Grund der t)ber- 
einstimmung des Absorptionsspektrums mit dem des 9-Methyladenins 
bzw* 9-Methylguanins ds Haftstelle die 9-Stellung bewiesen worden 
[Gulland {40a, 4oh)], 
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B. Nucleotide. 

Nucleotide, die man zur Unterscheidung von den Polynucleotiden 
(Hefe-, Thymonucleinsaure) genauer als Mononucleotide (oder „einfache 
Nucleinsauren**) bezeichnet, setzen sich zusammen aus Base^ Zticker und 
Phosphorsdure. Analog wie bei den Nucleosiden spricht man auch hier 
von Ribo-nucleotiden und Desox5Tibo-nucleotiden. 

J. Ribo-nucleotide, 

a) Darstellung. Die Darstellung der Ribonucleotide beruht im wesent- 
lichen auf linger zuriickliegenden Methoden. Die Darstellung der Guanyl- 
und Hefeadenylsaure geschieht am vorteilhaftesten nach der Methode von 
Steudel und Peiser (105). Es hat sich jedoch dazu als notwendig heraus- 
gestellt, die alkalische Hydrolyse der Hefenucleinsaure nicht bei Zimmer- 
temperatur, sondem durch 2 stiindiges Erw^rmen auf demWasserbad vorz\i- 
nehmen [Steudel (ioj)]. Unter diesen Bedingungen wird die Hefenuclein- 
saure in die vier Nucleotide gespalten. Die Gewinnung der Pyrimidin- 
nucleotide geschieht vorteilhaft durch saure Hydrolyse der Hefenucleinsaure 
mit zproz, Schwefelsaure, wobei die beiden PurinnucJeotide zerstort werden. 
Wah^end bisher die Trennung der Cytidyl- und UridylsSLure durch Qmalige 
fraktionierte Kristallisation ihrer Brucinsalze vorgenommen wurde, 
konnte jetzt eine einfache Trennung dadurch erreicht werden, dab Uridyl- 
saure in P57ridin leicht, Cytidylsaure jedoch praktisch unloslich ist [Bre- 
DERECK und G. Richter (2j)], Dber die Darstellung der Muskeladenyl- 
saure siehe S. 136. 

b) Konstitution. Nachdem durch die oben geschilderten Untersuchun- 
gen die Konstitution der Ribonucleoside geklart war, ergab sich fiir die 
Konstitution der Nucleotide • die Beantwortung der Frage nach der 
Stellung der Kiosphorsaure. In der Inosinsaure war schon seit langerer 
Zeit die Stellung der Phosphorsaure bekannt: Die Oxydation der durch 
saure Hydrolyse erhaltenen Ribosephosphorsaure hatte zum 5-Phosphor- 
saureester der d-Ribonsaure gefiihrt [Levene {59, 60)]. Damit war die* 
5-Stellung der Phosphorsaure bewiesen, dabeieiner Stellung an einem sekun- 
daren Hydroxyl ein Ester der Trioxyglutarsaure hatte entstehen mtissen. 

Die Stellung der Phosphorsaure in der Xanthylsaure, dem Desaminie- 
rungsprodukt der Guanylsaure, sowie in der Hefeadenylsaure bzw. ihrem 
Desaminierungsprodukt wurde durch Levene (69, 70, yi) bewiesen: durch 
Erhitzen einer waBrigen Losung des Nucleotids lieB sich die Glykpsid- 
bindung spalten und die Ribosephosphorsaure (XXII) erhalten. Die 
katalytische Hydrienmg dieser Ribosephosphorsaure mit Platinoxyd 
ftlhrte zur inaktiven Saure (XXIII). Nur diese Saure, mit der Phosphor¬ 
saure am Kohlenstoffatom 3, konnte als Mesoform inaktiv sein, nicht 
eine Saure mit der Phosphorsaure am C-Atom 2 oder 5. 
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H—C— 0 -P 0 ,H, 
H—C-OH 


CH,OH 

I 

H—C—OH 

I 

H—C--OH 


CHjOH CH^OH 

(XXII) (XXIII) 

C3itidylsaiire gleicht hinsichtlich der Geschwindigkeit der Phosphor* 
s&ureabspaltung bei saurer Hydrol}^ der Inosins&ure und Muskeladenyl- 
s^ure. Yamagawa (ii6) hatte daraus den SchluB gezogen, daB in der 
Cytidyls&ure die Phosphors&ure an der gleichen Stelle wie in der Inosin* 
s&ure, d. h. am C-Atom 5 sitzt. Spater stellten Levene und Jorpes (75) 
fest, daB die Dihydroc3rtidylsaure in der Spaltungsgeschwindigkeit nicht 
der InosinsAure, sondem der GuanylsAure tmd der Hefeadenylsaure gleicht, 
woraus sie auf die gleiche Stellung der Phosphorsiure in der CytidylsAure 
wie in der Guanyl- und HefeadenylsAure schlieBen. Den Beweis fiir die 
Stellung der Phosphorsiure in der Cytidyl- und Uridylskure erbrachte 
Brede^ck {12): Durch Desaminierung mit salpetriger Saure lieB sich 
Cytidylsaure in Uridylsaure ftberfhhren. Daraus folgte, daB in beiden 
Nucleotiden die Stellung der Phosphorsaure die gleiche sein muB. Das 
Brudnsalz der Uridylsaure (XXIV) lieB sich mit Tritylchlorid unter Ab- 
spaltung eines Brucinrestes umsetzen zum Monobrucinsalz der Trityl* 
uridylsaure (XXV), woraus ein Dinatriumsalz der Trityluridylsaure 
(XXVI) eriialten werden konnte. Damit ist gezeigt, daB in der Cytidyl* 
und Uridylsaure die Phosphorsaure nicht am primaren, sondem an einem 
sekundaren Hydroxyl der Ribose sitzt. In Analogic zur Guanyl* und Hefe* 
adenylsaure ist die Stellung 3 anzunehmen. In Ubereinstimmimg mit 
diesem Ergebnis fiihrte auch Zusatz von Borsaure zu einer mit Natronlauge 
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neutralisierten Losung von Cytidyl- und Uridylsfture nicht zu einem sauren 
Komplex von groflerer Dissoziationskonstante als die der Bors^ure 
[Bredereck (la)]. 

Durch die vorstehend besprochenen Untersuchungen ist festgestellt, 
daB die als Bestandteile der Hefenucleins&ure vorkommenden Ribo¬ 
nucleotide Guanyls&ure (ebenso Xanthyls&ure), Hefeadenylsaure, Cytidyl- 
sSure und UridylsSlure die Psosphorsaure am KohUnstoffatom 3 der 
Ribose tragen. 


HN—CO 



CH 



/ 



N-C-N CH- 

i 

H-^C OH 
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N CNH, 
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Cytidyls&ure. 


CH.OH 

Uridyls&ure. 


(x) Muskd-adenylsaure. 

a) Konstitution. AusKaninchenmuskulaturwurde 1927 von Embden 
und ZiHMERMANN (ap) eine Adenykaure, die Muskeladenylsaure, isoliert, 
die sie ursprtlngUch ftlr identisch mit der Hefeadenylsaure hielten. Bald 
darauf konnte Schmidt (102) zeigen, daB Muskeladenylsaure, im Gegen- 
satz zur Hefeadenylsaure, von Fermentpraparaten aus Muskel zerlegt wird. 
Embden und Schmidt (28) stellten dann einen wenn auch nur kleinen 
Unterschied in den physikalischen Konstanten der beiden Sauren fest. 
Die genaue Konstitution der Muskeladenylsaure lieB sich dadurch er- 
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mitteln, daB es gelang, die SSlure zu der schon lange bekannten InosinsSlure 
zu desaminieren. Nachdem bereits frtiher [Levene (59, 60)] fiir Inosin- 
saure die Stellung der Phosphorsaure am Kohlenstoffatom 5 der Ribose 
bewiesen war, folgte aus dem Ergebnis der Desaminierung, daB die 
Muskeladenylsaure die Phosphorsaure am gleichen C-Atom tragt, mithin 
Adenosin-^-phosphorsaure ist. Ein weiterer Beweis fiir diese Konstitution 
ist darin zu sehen, daB Muskeladenylsaure mit zwei benachbarten stereo- 
chemisch gleichgerichteten Hydroxylgruppen (am C-Atom 2 und 3) bei 
Zusatz von Borsaure einen sauren Komplex von hoherer Dissoziations- 
konstanten als die der Borsaure allein gibt, weiter daB Zusatz von Kupfer- 
sulfatlosung eine tiefblaue Losung unter Bildung einer Kupferkomplex- 
verbindung zeigt [Klimek und Parnas {57,58)]. 

N :- C NH, 

I 1 

HC C- N 

I ! 

CH 

’ I y 

N—C—N—CH— , 

I I 

' 1 

H-C--OH i 

! O 

H—C—OH i 

I ; 

HC-■ 

I 

CHj—O—POaHj 

' Muskel-adenylsaure. 

b) Darstellung. Die Darstellung der Muskeladenylsaure, die auch in 
technischem MaBstab durchgefiihrt wird, erfolgte bisher am vorteil- 
haftesten aus Pferde-muskulatur [Ostern (97); Henning {44)]. Auch aus 
Hefe durch Hydrolyse der darin enthaltenen Adenosintriphosphorsaure 
laBt sie sich darstellen [Lindner (^9)]. Nachdem vor kurzem Adenosin 
bequem und in guter Ausbeute zuganglich geworden ist (Beschreibung 
S. 126), konnte davon ausgehend Muskeladenylsaure auch synthetisch 
erhalten werden. Die synthetische Methode (Beschreibung S. 144) 
diirfte gegeniiber der Darstellung aus Pferdefleisch vorzuziehen sein. 

Physiologische Bedeutung. Muskeladenylsaure besitzt nach verschie- 
denen Richtungen hin sehr groBe Bedeutung (j). t)ber ihre Beziehung zu 
Cofermenten sowie ihre RoUe bei der Muskelkontraktion wurde in dem 
Kapitel „Allgemeine Bedeutung*' schon kurz gesprochen. Von Drury und 
Szent-Gy^rgyi wurde 1929 ihre pharmakologische Wirksamkeit auf- 
gefunden. Adenylsaure, ebenso auch Adenosin wirken herzverlangsamend. 
Noch 2 y Adenylsaure lassen sich am isolierten Froschherzen durch Brachy- 
cardie erkennen. Wichtig ist die Wirkung auf die Uberleitung der Er- 





Nucleins&uren I37 


regimgen vom Vorhof zur Kamnier; es kann bei Mensch und Tier bis zum 
vollst 3 jidigen Herzblock kommen. Weiter wirkt Adenyls3,ure, ebenso 
Adenosin stark coronargefaB-erweitemd. Der therapeutische Wert der 
Fleischbriihe diirfte mit auf ihrem Gehalt an Adenylsaure beruhen, die bei 
der Zubereitung in die Briihe libergeht. Auch die GefaBe des groBen Kreis- 
laufs werden durch Adenylsaure bzw. Adenosin erweitert; diese Erweite- 
rung ist wohl auch die haupts^chlichste Ursache fiir die Blutdruck- 
senkung, die nach intravenoser Injektion auftritt. Zur Herztherapie 
kommt Adenylsaure unter der Bezeichnung „Map‘' (Muskeladenosin- 
phosphorsdure) sowie zusammen mit Strophantin und Traubenzucker 
als ,,Glucoadenose“ in den Handel. Als kreislaufwirksame Praparate 
sind Extrakte aus Warmblutermuskel unter dem Namen „Lacamor‘ 
bzw. „Myoston'‘ im Handel. 

PJ A denosin-triphosphorsdure. 

Aus Muskelextrakt von Wirbeltieren und Wirbellosen, insbesondere aus 
Frosch-muskulatur, konnte von Lohmann (90), ebenso von Fiske und 
SuBBAROW {j8) ein weiteres Nucleotid, Adenosintriphosphorsaure 
(= Adenylpyrophosphorsaure) isoliert werden. Sie ist auBerdem in der 
Hefe, ebenso im Blut von Menschen und Hunden entdeckt worden. 

a) Darstellung. Die Darstellung der Adenosintriphosphorsaure erfolgt 
aus dem durch Trichloressigsaure enteiweiBten Muskelextrakt durch FSLllen 
als Barium- oder Silbersalz. Die oben geschilderte Darstellung der 
Muskeladenylsaure auf synthetischem Wege fiihrt primer zur Adenosin¬ 
triphosphorsaure, aus der die Gewinnung der Muskeladenylsaure durch 
Abspaltung von Phosphorsaure erfolgt. Die einfachste Darstellungs- 
methode fur Adenosintriphosphorsaure diirfte die synthetische Methode 
sein (S. 144). 

b) Konstitution. Bei der sauren Hydrolyse der Adenosintriphosphor¬ 
saure (lo—15 Min. langes Erwarmen in n-HCl auf 100°) entstehen i Mol 
Adenin, i Mol Pentosephosphorsaure und 2 Mole anorganische Phosphor- 
saure, bei der neutralen Hydrolyse des Bariumsalzes Muskeladenylsaure 
und P5a*ophosphorsaure [Lohmann {gi, 92)]. Zur Beantwortung der Kon¬ 
stitution blieb somit noch die Stellung der beiden Phosphorsaurereste zu 
erforschen. Barrenscheen (j) schrieb zunachst der Verbindung die 
Konstitution (XXVII) zu. 

Einen wesentlichen Beweis fiir die umstehende Formulierung sieht 
Barrenscheen darin, daB er bei der Desaminierung nrittels salpetriger 
Saure (Eisessig -f Nitrit) keine Inosinpyrophosphorsaure erhielt, sondem 
anoiganische Phosphorsaure und Inosinsaure; auBerdem erhielt er eine 
Adenosintriphosphorsaure, die zum Unterschied vom Ausgangsmaterial 
4 Molekiile Silber aufnahm und bei der potentiometrischen Titration 6 OH- 
Gruppen ergab im Gegensatz zu 5 bei der urspriinglichen Saure. In der 
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neuen Adenosintriphosphorsaure nimmt er eine eventuelle Aufspaltung 
zwischen einer an der Aminogruppe haftenden Phosphorsaure und dem 
3-OH an der Ribose an. Lohmann (92) glaubt indessen die Inosinp5TO- 
phosphors^ure erhalten zu haben, von der Barrenscheen {2) wiederum 
annimmt, daB sie ein Gemisch darstellt von anorganischem Phosphat, 
Inosins&ure, Adenosinpyrophosphorsaure und Pyrophosphat. Eine Nach- 
priifung der isomeren Adenosintriphosphorsaure, deren Silbersalz 4 Atome 
Silber im Molektll enthalten soil, durch Wagner-Jauregg (1x5) macht es 
wahrscheinlich, daB sie aus einem Gemisch von 2 Mol Inosintriphosphor- 
saure und i Mol Inosin-diphosphorsaure besteht. Diese Versuche bestatigen 
die Angabe von Lohmann, daB bei Einwirkung von salpetriger Saure auf 
Adenosintriphosphorsaure die NH,- durch die OH-Gruppe ersetzt wird. 
Lohmann (94) kommt zu folgender Konstitution der Adenosintriphos¬ 
phorsaure: 

N-.-C-NH, 


HC C—N 


N—C-~N- 


H OH OH H 

I I I I 


_C_C—C—C—CH,—O -P_ o—P-- 0 —p =.0 


Adenosin-tiiphoepboniure (nach Lohxakn). 


Diese Formulierung wird folgenden Tatsachen gerecht: i. der oben 
erwahntcn sauren und alkalischen Hydrolyse; 2. dem Austausch der NHt- 
Gruppe gegen die OH-Gruppe bei Einwirkung von salpetriger Saure; 
3. der Bildung eines komplexen Cu-Salzes und der positive Ausfall der 
Borsauxereaktion, Reaktionen, die auf zwei freie benachbarte und gleich- 
gerichtete OH-Gruppen hinweisen, jedoch bei der Haufung von OH- 
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Gruppen nicht allzu eindeutig zu werten sind; 4. dem Verlauf der Elektro- 
titrationskurven in der ungespaltenen Verbindung sowie nach der Hy¬ 
drolyse. 

Gegen diese Annahme spricht der Befund von Barrenscheen imd 
Jachimowicz (4), daB durch Knochenphosphatase rund ein Drittel der 
Phosphorsiure der Adenosintriphosphors^ure .als anorganisches Phosphat 
abgespalten wird. Dieses Drittel gehort dem schwer hydrolysierbaren 
Anteil der Gesamtphosphors^ure an, wahrend die beiden leicht hydroly¬ 
sierbaren Phosphorsaurereste nicht abgespalten werden. Man kdnnte 
daher zu folgender Konstitution (XXVIII) kommen, wogegen dann die 
Ergebnisse der Elektrotitration sowie die BoESEKEN-Titration sprechen 
wiirden. Diese Formulierung wiirde der von Satoh (ioi) befiirworteten 
entsprechen, der durch Einwirkung von Pyrophosphatase Adenosine 
diphosphorsaure, durch Einwirkung von Phosphoesterase eine, zwei 
leicht abspaltbare Phosphorsauregruppen enthaltende, von der vorigen 
verschiedene Adenosindiphosphorsaure erhielt. 
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Adenosin'triphosphorsaure (nach SaTOH}* 

(XXVIII) 


Eine endgiiltige Klaning der Konstitution der Adenosintriphosphor- 
saure ist um so mehr erwiinscht, als sie ja der Cozymase und dem War- 
BURGschen Coferment (Codehydrase II) zugrunde liegt, Fiir die bisherigen 
Formulierungen der beiden Cofermente ist als wahrscheinlichste die 
LoHMANNsche Konstitutionsannahme libemommen worden. 

Adenosintriphosphorsaure liefert ein Acridinsalz als einzige gut 
kristallisierende Verbindung [Wagner-Jauregg (1x5)]* 


y) Adenosin-diphosphorsdure. 

Von Lohmann (gs) wurde aus Adenosintriphosphorsaure durch Einwir¬ 
kung von gewaschenem Krebsmuskelbrei Adenosindiphosphorsaure 
gewonnen. Dabei wird von den beiden leicht hydrolysierbaren 





140 


H. Bredbreck 


Phosphorsaureresten der Adenosintriphosphorsaure nur einer abge- 
spalten. Diese Adenosindiphosphorsaure verniag ebenso wie Adenosin- 
triphosphorsaure als Coferment der Kreatin- bzw. Arginin-phosphor- 
saurespaltung zu wirken, wobei sie zu Adenosintriphosphorsaure 
phosphoryliert wird. Adenosindiphosphorsaure wurde ebenfalls durch 
Aufspaltung der Cozymase gewonnen [Vestin, Schlenk und v. Euler 

Adenosindiphosphorsaure zerfailt bei kurzer Saurehydrolyse in je 
I Molekiil Adenin, Ribosephosphorsaure und anorganische Phosphorsaure. 
Sie selbst enthalt drei, die hydrolysierte Verbindung vier Saurevalenzen. 
Lohmann (94) kommt zu folgender Formulierung der Adenosindiphos¬ 
phorsaure : 


N C-NH- 


HC C--N^ 

*1 i| Vo H OH OH H 

^1 1 ! ,..CH . . I , 

N-~C N— -_c--C“-C—C CH, O- 

H H ! 
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Adenosin-diphosphorsaurr. 


Adenosin-diphosphorsaure gibt ein gut kristallisierendes Acridin- 
salz [Wagner-Jauregg, (115)]. 


d) Diadenosin-tetraphosphorsmre, 

Meyerhof und Kiessling (jj) konnten aus dem Trichloressigsaure- 
filtrat von frischer Bierhefe eine Substanz gewinnen, die beim Umestem 
mit Phosphobrenztraubensaure durch Kaninchen-muskelextrakt die Pyro- 
phosphorsaureverbindung einer Diadenosin-diphosphorsaure ergab. Als 
phosphorylierendes Coferment verhait sich die Verbindung ahnlich wie 
Adenosintriphosphorsaure. Wahrscheinlich liegt der groBte Teil der in der 
frischen Hefe enthaltenen Adenosin-5-phosphorsaure (= Muskeladenyl- 
saure) in dieser' Verbindung vor. 

Diadenosin-tetraphosphorsaure enthalt wie die Adenosin-triphosphor- 
saure zwei leicht hydrolysierbare Phosphorsaurereste, zum Unterschied von 
ihr jedoch zwei weitere, schwer hydrolysierbare. Durch schwach alkalische 
Verseifimg entstehen i Mol Adenosintriphosphorsaure und i Mol Muskel- 
adenylsaure. Die Elektrotitrationskurve zeigt in der ersten Dissoziations- 
stufe der Phosphorsaure vier saure Gruppen, in der zweiten Stuffe 
eine; bei alkalischer Hydrolyse kommt noch eine Gruppe in der 
zweiten Stufe hinzu. Als wahrscheinliche Formel wird die folgeiide 
angenommen: 







Nucleins&uren 


C-NH, 


HC 

i 

C- 

-N 

\ 

1; !l 

N--C- 

( 

/ 

„.N— 

jsr.--c- 

1 1 

NH, 

1 

HC 

1 

c 

il 

N 

\ 

; li 

N--*C- 

( 

/ 
-N - 


H OHOHH 


c—c- c 

1 1 

CH, 0—1 

1 i 

H H 


0 — 

_J 


OH 

H 

OH 

OH 

OH 

1 

1 

1 

1 


-c-c- 

1 i 


-CH,- 0 -P—0- 

_„p - o~ 
1 ! 

-P^O 

\ 

1 ! 

1 



OH 

H H 

—0 — 

1 

0 

vJ 



Diadenosi n- tetraphosphorsaure. 


2 . Desoxyribo-nwleotide. 

Desoxyribonucleotide sind bisher lediglich 3.1s Sp3ltstucke der Th}Tno- 
nucleinsa.ure isoliert worden, in freiem Zustand hat man sie noch nicht auf- 
gefunden. Klein und Thannhauser (54, 55, 5^) gcl^ng es, mit einem 
Fermentpraparat aus Darmschleimhaut die Thymonucleinsaure zu den 
vier Nucleotiden aufzuspalten. Fine weitere fermentative Aufspaltung 
der durch die Wirkimg einer „Pol>Tmcleotidase“ gebildeten Nucleotide 
wurde durch Zusatz von Arsenat verhindert. Arsenat hemmt die Wirkung 
des gleichfalls in der Darmschleimhaut vorhandenen nucleotidspaltenden 
Ferments, der ..Nucleotidase". 

a) DarsteUung. Zunachst gelang die Isolierung der Desox^bo- 
guanylsaure. Die freie Saure ist auBerst zersetzlich wegen dCT leichten 
Spaltbarkeit der Glykosidbindung. In freiem Zustand konnte sie aus dem 
Barium- fiber das Ammonsalz und Bleisalz nur bei tiefer Temperatur 
gewonnen werden. Auch die Desoxyribo-adenylsaure wurde wegen ihrer 
leichten Zersetzlichkeit nur als Brucinsalz und sek. Calciumsalz er- 
halten. Beide Purinnudeotide sind durch Nucleotidase leicht spaltbM. 
Aus den Hydrolysaten der Purinnudeotide konnten auf dem Wege fiber 
die Brucinsalze die freien Pyrimidinnudeotide. Desoxyribo-cytidyl^ure 
und Desoxyribo-thymidylsaure dargestellt werden. Beide sind gegentt^r 
saure relativ bestfindig. Die Ausbeuten an den einzelnen Nucleotiden 
sind bisher nur gering. 

D/wctelhiiw- 106 K thymonucleinsaares Natrium werden in Wasser gel^t und 
auf^T-^S^ge^^t ^ Glycerinextrakt hergesteUte Enzym- 
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Idsung wird ebenfalls auf pH = 8,5 adjustiert und mit 10 com einer x m>Natriuin* 
arsenatldsung versetzt, geschiittelt und zusammen mit der Sutistratldsung auf 
5 1 aufgefdllt. Die Arsenatkonzentration ist jetzt 0,002 Mol pro Liter. Die Mischung 
bleibt 8 Stunden bei 37*^ stehen. Im Interesse der Aufarbeitung wird eine Pufferung 
unterlassen. Zur Aufrechterhaltung der Alkalit&t muB in bestimmten Zeitab- 
st&nd^n Ammoniak zugesetzt werden. Zum SchluB der Reaktion wird auf Zimmer- 
temperatur abgektthlt und zur EnteiweiBung mit Eisessig bis ph anges&uert. 

Das klare Filtrat wird fortlaufend neutralisiert und dann unter vermindertem 
Druck auf etwa 1500 ccm eingeengt. Zur Ausfkllung des Arsenals und geringer 
Mengen von Phosphat kommen 50 ccm 1 m-Magnesiumacetatl5sung hinzu und 
Ammoniak bis zur stark alkalischen Reaktion. Nach Stehen im Eisschrank Bber 
Nacht wird filtriert und weiter auf etwa 11 eingeengt. Die phosphorhaltigen Sub- 
stanzen werden nun aus der Ldsung mit 500 ccm basischem Bleiacetat ausgef&llt. 
Der Niederschlag wird in der ikblichen Weise zentrifugiert. ausgewaschen und mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Gute Ktihlung bei letzterer Prozedur ist ein wesent- 
liches Moment. Nach Entfernung des Schwefelwasserstoffs wird gleich mit 
Ammoniak neutralisiert. Dabei bekommt die Ldsung einen schwachen Stich 
ins Gelbe. Sie wird nun auf 100 ccm eingeengt, wobei sie dickfliissig wird, 
aber nicht gelatiniert. Beim EingieBen in absoluten Alkohol flockt der grdBte 
Tell der geldsten Substanz aus, sie wird nach Ikngerem Kneten unter Alkohol 
pulverig. 

Die Trennung und Isolierung der Desoxyribo-nucleotide sei nur kurz wieder- 
gegeben: In der vorstehend be^chriebenen alkoholischen Fkllung befinden sich 
unverknderte Thymonucleins&ure und Desoxyribo-guanyls&ure, wahrend die drei 
Bbrigen Nucleotide in Ldsung bleiben. Desoxyribo-guanylsaure kann aus der alko¬ 
holischen Fallung als einheitliches Brucinsalz isoliert und daraus als kristallinisches 
sekundares Bariumsalz erhalten werden. Die in Alkohol geldsten Nucleotide werden 
zur Vorreinigung ebenfalls in Brucinsalz Bbergefiihrt. Sie werden umkristallisiert, 
bis ihre Ldsung farblos bleibt. Desoxyribo-adenylsaure laBt sich aus den zuerst 
kr|stallisierenden Anteilen der Brucinsalze leicht rein darstellen durch Umwandlung 
in das sekundare Calciumsalz. Die Brucinsalze der Pyrimidinnucleotide kommen 
erst nach starkem Einengen und langerem Stehen heraus. Nach Reinigung iiber 
Brucinsalz und Bariumsalz werden die Sauren in Freiheit gesetzt und durch AUcohol- 
zusatz getrennt. Aus 30—Soproz. Alkohol fall! Desoxyribo-cytidylsaure in kristalli- 
sierter Form aus. Die in L6sung bleibende Desoxyribo-th3rmidylsaure wird am ein- 
fachsten durch Darstellung des sekundaren Bariumsalzes in kristallisierten Zustand 
tkbergefilhrt. 

b) Konstitution. Untersuchungen iiber die Konstitution der einzelnen 
Desox3nribo-nucleotide liegen bisher noch nicht vor. Es ist aber als sehr 
wahrscheinlich anzunehmen, daO die Konstitution die analoge wie bei 
den Ribonucleotiden ist, d. h. die PhosphorsS.ure sitzt wahrscheinlich 
am Kohlenstoffatom 3. 

Im Hinblick auf die spater zu besprechenden Polynucleotide seien kurz 
die Ribo-nucleotide mit den Desoxyribo-nucleotiden verglichen: Beide 
Reihen zeigen groBe Ahnlichkeiten. Beide Adenin-nucleotide sind im 
Gegensatz zur Muskeladenylsaure schwer desaminierbar. Gegen Alkali 
sind beide Reihen verhaitnismaBig bestandig, gegen Sauren unbestandig 
(vor allem die Purinverbindungen). Ldslichkeiten imd Drehungen laufen 
parallel. 
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3, Synthese von Nucleotiden, 

Die bisher durchgefuhrten S5aithesen sind durchweg Par/»afeynthesen, 
indem als Ausgangsmaterial das entsprechende, aus naturlichem Material 
gewonnene Nucleosid diente, das dann durch geeignete Phosphorylierung 
in das Nucleotid ubergefuhrt wurde. 

Von den bisher durchgefuhrten Synthesen beansprucht die der Muskel- 
adenylsaure bzw. Adenosintriphosphorsaure das groBte Interesse. Die 
direkte Phosphorylierung des Adenosins mittels Phosphoroxychlorid in 
P3rridin, die eine bevorzugte Phosphorylierung an der primaren Hydroxyl- 
gruppe, aber eventuell auch an der NHj-Gruppe erwarten lieB, fiihrte nur 
zu einem Gemisch verschiedener Phosphorsaureester des Adenosins, das 
u. a. auch Muskeladenylsaure enthielt [Bredereck u. Caro (16 ); Barretv- 
SCHEEN u. Jachimowicz (5)]. Eine chemisch tibersichtliche Synthese 
gelangnachfolgendem Reaktionsschema [Bredereck u. Ehrenberg {18 )]: 
Adenosin (XXIX) (Trityladenosin) -►Triacetyl-trityladenosin (XXX)--> 
—► Diacetyl-adenosin (XXXI) -♦ (Diacetyl-adenosin-5-phosphorsaure) 

Muskeladenylsaure (XXXII). Dabei wurden die in Klammem gesetzten 
Zwischenstufen nicht isoliert. Die Ausbeute der letzten Stufe ist nur sehr 
gering, da gleichzeitig eine Phosphoryherung an der Aminogruppe eintritt. 
Dennoch konnte die krist. Muskeladenylsaure erhalten werden. Levene 
und Tipson ( 55 ) die die gleiche Synthese bereits veroffentlichten, konnten 
die Muskeladenylsaure nur als nicht ganz reines Bariumsalz isolieren. 
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Eine glatte und ergiebige Synthese auf fermentativem Wege gelang 
OsTERN {g8, 99): Ausgehend von Adenosin, wurde in Gegenwart von 
Phosphat und untergariger Hefe :(eventuell auch Fructosediphosphor- 
saure und Acetaldehyd) eine Phosphorylierung erzielt, unter iiberwiegender 
Bildung von Adenosintriphosphorsaure, aus der durch schwach alkalische 
Hydrolyse Muskeladenylsaure leicht dargestellt werden konnte. Die Aus- 
beute betr^gt 35% des angewandten Adenosins. Da anderseits Adenosin 
bequem und in guter Ausbeute zug^glich ist, diirfte die synthetische Her- 
stellung der Muskeladenylsaure bzw. Adenosintriphosphorsaure der Ge- 
winnung aus natiirlichem Material vorzuziehen sein. 

Darstellung der Muskeladenylsaure und Adenosin-triphosphorsdure: 50 g Aceton- 
trockenhefe und 2 g Adenosin in 370 ccm Wasser, 80 ccm Fructosediphosphors^ure 
(== 0,4 g P), 10 ccm Acetaldehyd (10%), 40 ccm m/3-Phosphat (pH — 7 )» 15 ccm 
Toluol wurden 30 Minuten bei Zimmertemperatur auf der Schuttelmaschine ge- 
schiittelt und dann noch 75 Minuten bei 37° inkubiert. Enteiweifit wurde mit 500 ccm 
loproz. Trichloressigs^ure. Das Filtrat wurde bei pH — 9 niit Ba-acetat gefallt. 
Der Bariumniederschlag wurde in 300 ccm n/i-HNOj aufgeldst und rasch filtriert. 
Die Losung wurde mit NaOH und etwas Baryt auf Ph ~ 9 gebracht, 15 Minuten 
im siedenden Wasserbad erhitzt, der Niederschlag abzentrifugiert und noch 2mal 
mit je 250 ccm Wasser ausgekocht. Die vereinigten Filtrate werden auf pa ~ 6 
neutralisiert und die Adenylskure als Bleisalz gefallt. Der Niederschlag wurde mit 
Wasser Ba-frei gewaschen, in 400 ccm Wasser aufgeschlkmmt und mit H,S zerlegt. 
Das Filtrat wurde von H,S befreit, bei 45° im Vakuum auf 30 ccm eingeengt und 
die bereits entstandene kristalline F&llung durch Zugabe von 70 ccm Alkohol ver- 
vollstkndigt. Die Kristalle wurden aus Wasser-f-Alkohol umkristallisiert. Aus¬ 
beute: 0,8 g. 

Um Adenosintriphosphorsaure zu gewinnen, wurde die nach Ldsen des Barium- 
niuderschlages in n/2-HN03 erhaltene Ldsung mit NaOH bis zur schwach kongo- 
sauren Reaktion abgestumpft, worauf die Adenosinpolyphosphorsauren mit einem 
t)berschuB von Quecksilbernitrat gefallt wurden. Der Niederschlag wurde gewaschen, 
in 200 ccm Wasser aufgeschiammt, mit H,S zerlegt. Das Filtrat wurde durch 
Liiftung von H,S befreit, auf pg = 6 neutralisiert und die Adenosinpolyphosphor¬ 
sauren durch Zusatz von Bariumacetat und 200 ccm Alkohol gefallt. Die 
Reinigung des Ba-Salzes erfolgte durch Fallung des anorganischen Phosphats 
mit Mg-Acetat und NH3 und ergab reines adenosintriphosphorsaures Barium. 
Ausbeute: 2,4 g. 

Auch aus Acetontrockenhefe und Adenosin in Gegenwart von Phosphat (ohne 
Fructosediphosphorsaure und Acetaldehyd) laBt sich eventuell Muskeladenylsaure 
bzw. Adenosintriphosphorsaure darstellen. Aus 2 g Adenosin und 50 g Aceton¬ 
trockenhefe werden i g Muskeladenylsaure erhalten. 

An natUrlichen Nucleotiden ist weiterhin die Inosinsaure durch 
Levene und Tipson (87) synthetisch zugSLnglich geworden: Aus Inosin 
und Aceton in Gegenwart von ZnCl^ wurde 2,3-Monoaceton-inosin 
(XXXIII), daraus mit Phosphoroxychlorid und Pyridin Monoaceton- 
inosin-5-phosphorsaure (XXXIV) erhalten, die als Bariumsalz isoliert 
wurde. Die Abspaltung des Acetonrestes mittels 0,1 n-Salzsaure 
fiihrte zur Inosinsaure (XXXV), die als Bariumsalz identifiziert 
wurde. 
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Auf dem anaiogen Wege wurde von I.hvene und Tipson ((^5) die 
Synthese der natiirlich nicht vorkommenden Uridin-5-phosphorsaure 
durchgefiihrt. Die Synthese ist durch die folgenden Reaktionsstufen ge- 
kennzeichnet: Uridin -►2,3 Monoace ton-uridinMonoaccton-uri din-5- 
phosphorsaure —► Uridin-5-phosphorsaure. 


C. Polynucleotide. 

Seit Beginn der Entwicklung der Kemchemie teilt man die hoheren 
Nucleinsauren (=^ Polynucleotide, auch ,,echte Nucleinsauren'" genannt) 
ein in die ,,pflanzliche“ Hefenucleinsaure und die ,,tierische“ Thymo- 
nucleinsaure. Die erstere sollte in den pflanzlichen, die letztere in tierischen 
2 ^ 11 kernen vorkommen. Wahrend tierische Zellkeme, wenigstens aus 
mehreren bevorzugten Objekten (Eiterzellen bzw. Lymphocyten, kern’ 
haltige rote Blutkorperchen, Fischspermien) schon friihzeitig dargestellt 
worden waren und in ihnen das Vorliegcn der Thymonucleinsaure erkannt 
worden war, war ein Beweis fiir das Vorliegen der „pflanzlichen“ Hefe¬ 
nucleinsaure in den pflanzlichen Zellkemen noch nicht erbracht, zumal 
pflanzliche 2 ^ 11 keme noch nicht isoliert worden waren. Aus sehr kem- 
reichen Geweben, z. B. den Keimen der Zerealien, ebenso aus Hefe hatte 
man Hefenucleinsaure isoliert und sie daraufhin als „pflanzliche“ Nuclein- 
saure bezeichnet. 

Zweifel an dem angeblichen Vorkommen der Hefenucleinsaure in den 
Kemen tauchten auf, als man fand, daB die fiir die Thymonucleinsaure 
charakteristische Nuclealreaktion (Hefenucleinsaure gibt .die Reaktion 
nicht) auch von den pflanzlichen Zellkemen gegeben wird [Feulgen und 
Rossenbeck {J7); Kiesel und Belozersky (50)]. Auch der nucleale 
Charakter der Bakterien [Voix (ii 4 )] und der echten Hefen [Rochlin (zoo)] 
lieB sich feststellen. Von Feulgen (j5 ) konnten kxirzlich aus Keimen der 
Zerealien (Roggenkeime) die Zellkeme isoliert werden. Aus ihnen lieB 
sich die Th3nmionucleinsaure gewinnen. Somit scheint die Thymonuclein¬ 
saure ganz allgemein sowohl in den tierischen als auch in den pflanzlichen 
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Zellkemen vorzuliegen, wShrend die HefenucleinsSure wohl nur im Proto¬ 
plasma enthalten ist. Im Protoplasma aus Keimen von Cerealien konnte 
die Hefenucleinsaure nachgewiesen werden [Behrens (5 a)]. 

Die aus Weizenkeimen isolierte „Tritico-nucleinsaLure“ [Calvery (25)], 
ebenso die aus Timothee-bazillen [Coghill (27)] gewonnene Nuclein- 
s^ure diirfte mit der HefenucleinsAure identisch sein. Anderseits kommt 
sicher noch eine weitere, von der Hefe- und Thymonucleinsaure verschie- 
dene ,,Pankreas-nucleinsaure‘* (S. 155) vor, und zwar nicht nur im 
Pankreas, sondem vielleicht auch in Leber und Milz [Jones (46)] und 
in Hiihnerembryonen [Calvery (24)]. 

Aus dem Vorstehenden diirfte ersichtlich sein, daB man eine einwand- 
freie Einteilung der Nucleinsauren nach ihrem Vorkommen nicht durch- 
fiihren kann. Ganz generell wird man Nucleinsauren, die mehr als i Nucleo- 
tid in ihrem Molekiil enthalten, als Polynucleotide bezeichnen. Dabei kann 
man, je nach der Zahl der im Molekiil enthaltenen Nucleotide eine genauere 
Bezeichnung vomehmen, z. B. Tetranucleotid, Pentanucleotid usw. Der 
bisher charaktejristischeste Unterschied der Polynucleotide beruht auf der 
Verschiedenheit der Kohlehydratkomponente. Entsprechend der Unter- 
scheidung zwischen Ribo- und Desoxyribonucleotiden wird man auch 
unterscheiden zwischen Ribo-polynucleotiden und Desoxyriho-polynucleo- 
tiden. Mit dieser Bezeichnung ist nur eine rein chemische Unterscheidung 
gegeben, jedoch keine hinsichtlich ihres Vorkommens, bzw. ihrer Herkunft. 
Ein Ribo-polynucleotid ist die Hefe- und die Pankreasnucleinsaure, der 
einzige bisher bekannte Vertreter der Desoxyribo-polynucleotide die 
Thymonucleinsaure. 

Die Konstitutionsaufkldrung der Polynucleotide hat auszugehen von 
der Erforschung der Anzahl und der Natur der im Molekiil enthaltenen 
Nucleotide. Sie hat weiter damach zu fragen, durch welche Art der Bin- 
dung und in welcher Reihenfolge die einzelnen Nucleotide zum Gesamt- 
molekiil des Polynucleotids zusammengefiigt sind. 

j. Thymonucleinsaure, 

Durch Isolierung der vier Desoxyribo-nucleoside (S. 131) Guanin- 
desox5Tibosid, Adenin-desoxyribosid, Cytosin-desoxyribosid, Th5anin- 
desox3nibosid sowie der entsprechenden vier Desoxyribo-nucleotide 
(S. 141) Desoxyribo-guanylsaure, Desoxyribo-adenylsilure, Desoxyribo- 
cytidylsaure, Desoxyribo-thymidylsSLure war die tetfanucleotidische 
Struktur der Thymonucleins&ure sichergestellt. Wenn auch der 
exakte Beweis filr die Konstitution der Desoxyribonucleotide, ins- 
besondere was die Stellung der Phosphorsaure anbetrifft, noch nicht 
erbracht ist, so darf doch die 3-Stellung der Phosphorsaure als sehr 
wahrscheinlich angesehen werden und damit auch einer voriaufigen 
Konstitutionsformel der Th}nnonucleinsaure zugrunde gelegt werden. 
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Somit bleiben ftir die Aufstellung der Koiistitution der Th5nmonuclein- 
saure die Fragen nach der Art der Bindung zwischen den einzelnen Nucleo.- 
tiden sowie nach ihrer Reihenfolge zu beantworten. Fine experimentelle 
Grundlage zur Beantwortung dieser Fragen bildeten die schon linger 
zuriickliegenden Versuche von Levene (7^, 61) sowie von Thannhauser 
(no. III). Die genannten Autoren batten bei Hydrolyse der Thymo* 
nucleinsaure mit zproz. Schwefelsaure, Pikrinsaure. bzw. Salzsaure + Me¬ 
thanol neben den Monophosphorsaureestem die Diphosphorsaureester der 
P5Timidin-desoxyribonuqleoside in Form von Brucin- und Bariumsalzen 
erhalten. Da zur Zeit dieser Untersuchungen als Kohlehydratkomponente 
eine Hexose angenommen wurde, wurden die Verbindungen als „Hexo- 
thymidin-diphosphorsaure'* bzw. „Hexocytidin-diphosphorsaure“ be- 
zeichnet. Entsprechend waren die Analysenwerte unter der Annahme einer 
Hexose berechnet. 

Auf die Konstitution der Th5mionucleinsaure hatte dieser Befund 
folgenden EinfluD: Die Bindung zwischen den einzelnen Nucleotiden muBte 
eine esterartige sein zwischen der Phosphorsaure eines Nucleotids und 
einem Hydroxyl des Zuckers des Nachbar-Nucleotids. Gleichzeitig war 
eine Reihenfolge unter Abwechselung zwischen einem Purin- und Pyrimi- 
dinderivat dadurch wahrscheinlich geworden [Levene und Bass (66)]. 
Die von Levene (86) aufgestellte Formulierung tragt diesen SchluBfolge- 
rungen Rechnung. Eine solche Anordnung gibt eine zwanglose Erklarung 
fur die Entstehung der Diphosphorsaureester, zumal die Phosphorsaure- 
abspaltung bei den Purinderivaten wesentlich leichter als bei den Pyrimi- 
dinderivaten erfolgt. Auch stimmen die Ergebnisse der elektro- 
metrischen Titration mit dieser Anordnung iiberein [Levene und 
Simms (81, 82y\. Eine genauere Angabe der Reihenfolge ist naturgemaB 
nicht mdglich. 
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Unter Beibehaltung der esterartigen Verknttpfung kommt Making 
(95, 96) zu einer ringtdrmigen Anordnung der einzelnen Nucleotide 
(das analoge Bauschema fflr Hefenucleinsaure s, S. 153). Die Titration 
mit Alkali und Phenolphthalein als Indikator zeigt das Vorliegen einer 
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4-basischen Saure. Die Titration nach fermentativer Hydrolyse zeigt 
einen Zuwachs von vier Sauregruppen. 

Thymonucleinsaure ist im Gegensatz zur Hefenucleinsaure gegentiber 
Alkali stabil. Wenn auch die Annahme einer Verkniipfung von der Phos- 
phorsaure am C 3 zum C 5 der Th5mionucleinsaure gegeniiber der Hefe¬ 
nucleinsaure mit einer Verlaiupfung zum C 2 eine groBere Stabilitat gegen- 
iiber Alkali verleiht, so ist doch die so groBe Stabilitat der Thymonuclein- 
saure bei Annahme der LEVENEschen Formulierung nicht ohne weiteres 
zu erwarten. Erwahnt sei nur, daB die Diadenosin-tetraphosphorsaure 
(S. 140), in der eine analoge Verkniipfung angenommen wird (zwischen 
Phosphorsaure am C 5 und C 3) bereits durch n/400-NaOH (15 Min. bei 
100°) gespalten wird. 

Einwande gegen die LEVENEsche Formulierung der Thymonuclein- 
saure, insbesondere auch gegen die Existenz der Diphosphorsaureester 
kamen auf Grund fermentchemischer Untersuchungen: Die Aufspaltung 
der Thymonucleinsaure zu den Nucleotiden war von Thannhauser und 
seinen Mitarbeitem (S. 141) mit Hilfe eines Fermentpraparates aus Darm- 
schleimhaut in Gegenwart von Arsenat durchgefuhrt worden. Dabei ist 
allein die „Polynucleotidase‘' wirksam, wahrend durch den Zusatz des 
Arsenats die Wirkung der gleichfahs in dem Fermentpraparat vorhandenen 
„Nucleotidase'‘ gehemmt wird. Durch diesen Versuch war die Ver- 
schiedenheit der Polynucleotidase und Nucleotidase gezeigt. Di^ Ver- 
schiedenheit ergibt sich auch aus Versuchen von Levene und Dillon 
(68), die die Polynucleotidase- und Nucleotidase wirkung verschiedener 
Fermentpraparate miteinander verglichen und keine Parallelitat der Wir- 
kungen feststellen konnten. Legt man der Thymonucleinsaure die 
LEVENEsche Formulierung zugrunde, so hatten beide Fermente die Auf- 
gabe, Phosphorsaureester-Bindungen zu spalten. Polynucleotidasen und 
Nucleotidasen waren demnach beide Phosphatasen, die ersteren zur Spal- 
tung der an den primaren Hydroxylen sitzenden Phosphorsaureresten, 
letztere zur Abspaltung der an den C-Atomen 3 sitzenden Phosphorsaure- 
gruppen. Eine solche Spezifitat der Phosphatasen ist nicht anzunehmen, 
da gerade das von Thannhauser benutzte Fermentpraparat aus Darm- 
schleimhaut mit gleicher Geschwindigkeit Hefeadenylsaure (mit der 
Phosphorsaure am C 3) imd Muskeladenylsaure (mit der Phosphorsaure 
am C 5) zu spalten vermag. Beide Spaltungen werden durch Arsenat ge¬ 
hemmt. Es ware daher auch unverstandlich, warum die eine Phosphatase 
(= Nucleotidase) durch Arsenat gehemmt wird, die andere (= Poly¬ 
nucleotidase) jedoch nicht. Aus diesen Uberlegungen heraus lehnen 
Thannhauser (107) und Klein (53) die LEVENEsj^he Formulierung ab 
und ziehen eine Anhydridbindung jeweils zwischen den Phosphorsaure- 
gruppen in Erwagung, wobei sie die Reihenfolge der einzelnen Nucleotide 
willktirlich wahlen. 
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Die vorstehende Formulierung mit nur zwei sauren Gruppen wiirde 
allerdings im Gegensatz zu den Ergebnissen der Titration von Levene 
sowie von Making stehen. Thannhauser und Klein legen jedoch der 
Titration wegen eventueller Unreinheit des Materials keine allzu groBe 
Beweiskraft zu. In der Ablehnung der LEVENEschen Formulierung werden 
Thannhauser und Klein noch dadurch bestarkt, daB es ihnen niemals 
gelungen ist, bei der fermentativen Hydrolyse Diphosphorsaureester der 
Pyrimidin-nucleotide zu isolieren. Die von Thannhauser und Klein 
in Erwagung gezogene Formulierung wiirde betreffend der Klassifikation 
der Polynucleotidase bedeuten, daB dieses Ferment eine Pyrophosphatase 
darstellt. Eine Verschiedenheit der Pyrophosphatase (== Polynucleo¬ 
tidase) von der Phosphatase (= Nucleotidase) ist durchaus zaerwarten, 
zumal im Falle der Adenylp5n*ophosphatase eine solche Verschiedenheit 
festgestellt worden ist. 

Unter Beibehaltung des LEVENEschen Konstitutionsschemas lieBe 
sich die Verschiedenheit der Polynucleotidase und Nucleotidase erklaren, 
wenn man die Polynucleotidase als eine spezifische Phospho-diesterase an- 
sieht, im Gregensatz zur Nucleotidase als Phospho-monoesterase. Eine Di¬ 
esterase frei von Monoesterase soil nun nach Uzawa (112) im Gift der 
Habu-Schlange vorliegen und diese Diesterase soli nach den Unter- 
suchungen von Takahashi (106) die Pol5mucleotidase darstellen. Taka- 
hashi hat daraufhin fiir HefenucleinsSure eine neue Konstitutionsformel 
aufgestelit (NSLheres S. 152). Klein konnte jedoch diese Angaben nicht be- 
stSLtigen: „Habu'‘-Enz5mi zerlegte mit gleicher Geschwindigkeit Phenyl- 
phosphat wie Diphenylphosphat, enthielt also Mono- und Diesterase, 
wenn man nicht iiberhaupt Mono- und Diesterase als ein Ferment ansehen 
muB. Die Charakterisierung der Pol5niucleotidase als Phosphodiesterase, 
wie sie nach der LEVENEschen Formulierung der Thymonucleinsaure zu 
fordem ware, scheint somit noch nicht bewiesen. Die Widerspriiche 
zwischen den Ergebnissen der Fermentuntersuchungen und denen der 
rein chemischen Untersuchungen, die auf der Isolierung der Diphosphor- 
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siSLureester der Pyrimidinnucleotide basieren, bleiben somit nach wie vor 
bestehen. 

Unter diesen Umst&nden war eine Nachpriifung der experimentellen 
Angaben tiber die Diphosphorsaureester sehr erwiinscht und das um so 
mehr, als die Diphosphorester unter Annahme einer Hexose als Kohle- 
hydratkomponente isoliert und anal3rsiert worden waren. Nachdem nun 
die 2-Desox5Tibose als Kohlehydratkomponente feststeht, stimmen die 
von ThAnnhauser und Ottenstein (iji) sowie Thann.hauser und 
Blanco (iio) gefundenen Analysenzahlen nicht mehr aut Di-ester. Von 
Bredereck und Caro (27) wurde nach der Methode von Thannhauser 
und Blanco nur ein Brucinsalz eines Monoesters erhalten. Die gleichen 
Autoren erhielten bei Nachpriifung der Methode von Levene (7^, 61) in 
der Hauptsache Salze der Monoester (insbesondere der Thyniin-desoxy- 
ribose-monophosphorsaure). In zwei Fallen erhielten sie in geringer 
Menge ein Brucinsalz der Zusammensetzxmg der Th5nnin-desoxyribose- 
diphosphorsaure. Beide Salze zeigten jedoch verschiedene Drehungen, 
womit trotz gleicher Zusammensetzung ihre Verschiedenheit bewiesen ist. 
Zumindest bei einem der Salze wird durch fremde Beimengungen ein 
Brucinsalz des Diesters vorgetauscht. Damach ist es nicht einmal sicher, 
ob das andere Salz das der wahren Thymin-desoxyribose-diphosphorsaure 
ist, Eine Entscheidung vermag erst die genaue Untersuchung der aus den 
Brucinsalzen hergestellten Bariumsalze zu bringen. Bredereck und 
Caro (27) sehen auf Grund ihrer bisherigen Untersuchungen keincn klaren 
Beweis fiir das Vorliegen von Diphosphorsaureestem, wenn sie auch die 
Moglichkeit nicht mit Sicherheit ausschlieBen konnen. Sie halten es jedoch 
vorerst nicht mehr fiir zulassig, bei der Konstitutionsaufklarung der Th5mio- 
nucleinsaure unddariiberhinausder anderen Polynucleotide dieExistenzder 
Diphosphorsaureester als Grundlage weiterer Untersuchimgen anzusehen. 

Als gesichert fiir die Konstitution der Thymonucleinsaure diirfen wir 
heute lediglich annehmen, daB die Bindungen zwischen den Nucleotiden 
tiber die Phosphorsduregruppen verlaufen. Ausgeschlossen werden kann 
eine Verkniipfung der Phosphorsaure eines Nucleotids mit einer Amino- 
gruppe der Base des Nachbamucleotids: Bredereck und K 5 thnig (29) 
unterwarfen Thymonucleinsaure der Desaminienmg und isolidrten aus dem 
Desaminierungsprodukt nach Hydrolyse die Basen Xanthin, Hypoxanthin, 
Thymin und Uracil. Da sie gleichfalls zeigen konnten, daB wahrend der 
Desaminienmg eine Aufspaltimg des Tetranucleotids nicht erfolgt war, 
sind somit die einzelnen NHj-Gruppen in der Th5anonucleinsaure frei und 
nicht mit den Phosphorsaureresten verkniipft. 

Fiir die Verkniipfung der Nucleotide bleiben somit noch die folgenden 
Moglichkeiten: i. Die von Levene angenommene Verkniipfung zwischen 
Phosphorsaure und dem Zuckerhydroxyl am ^(6) des Nachbar-Nucleotids; 
2. Anhydridbindungen zwischen den Phosphorsaureresten im Sinne von 
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Thannhauser; 3. Bindungen zwischen Phosphorsdure und Base, jedoch 
nicht mit den NH^-Gruppen der Basen, eine Annahme, die allerdings zu 
friiheren Arbeiten [z. B. Feulgen (jo, j6 )] iiber den Aufbau der „Th5anin- 
saure“ zum Teil im Widerspruch stehen wiirde; 4. Kombinationen 
zwischen den unter i—3 erorterten Moglichkeiten, Von diesen Moglich- 
keiten besitzt die unter i genannte die grdBte Wahrscheinlichkeit. 

Eine weitere Frage ist, ob die genuine Thymonucleinsaure nicht ein 
hochpolymeres Gebilde ist, das erst durch die Methoden der Isolierung zu 
einem Molekiil von der Grofle eines Tetranucleotids aufgespalten wird. 
Dafiir spricht, daB Thymonucleinsaure in zwei Formen (a und b) erthalten 
werden kann, die sich darin unterscheiden, daB das Natriumsalz der 
a-Form in etwa 5proz. Losung gelatiniert, das der b-Form nicht. Die 
a-Form enthalt wahrscheinlich auch b-Form und laBt sich durch Kochen 
in Wasser oder Alkali, durch trockenes Erhitzen, vor allem unter der 
Einwirkung eines im Pankreatin vorhandenen Ferments, der Nucleo- 
gelase, in die b«Form iiberfiihren [Feulgen {33, 34)]. Die b-Form diirfte 
wohl das wahre Tetranucleotid darstellen, wahrend die a>Form ein Poly- 
meres der b-Form ist. Fiir den hochmolekularen Charakter der Thymo¬ 
nucleinsaure sprechen Untersuchungen an moglichst schonend herge- 
stellter Th3mionucleirisaure [Signer, Caspersson und. Hammarsten 
(102 a), Caspersson (26 a)]. Unter Heranziehung von Stromungsdoppel- 
brechungs- und Viskositatsmessungen wurde gefunden, daB Thymo¬ 
nucleinsaure in waBriger Losung zu gestreckten Fadenmolekiilen dis- 
pergiert wird, Ihr Gewicht ist groBenordnungsmaBig 500000—1000000, 
entsprechend einigen tausend Mononucleotidgnippen. 

2, Hefenucleinsdure. 

Hefenucleinsaure ist ebenso wie Thymonucleinsaure ein Tetranucleo¬ 
tid. Der Beweis dafiir war durch Isolierung der vier Nucleoside Guanosin, 
Adenosin, Cytidin, Uridin sowie der entsprechenden Nucleotide Guanyl- 
saure, Hefeadenylsaure, Cytidylsaure und Uridylsaure schon vor langerer 
Zeit erbracht. Nachdem durch die Untersuchungen der letzten Jahre die 
Konstitution der Nucleoside und Nucleotide in alien Einzelheiten auf- 
geklart ist, bleiben fiir die Konstitution der Hefenucleinsaure die Fragen 
nach der Art der Bindung zwischen den einzelnen Nucleotiden sowie nach 
ihrer Reihenfolge zu beantworten. 

Zur Beantwortung dieser Fragen lagen experimentelle Ergebnisse bis 
vor kurzem kaum vor. AUe friiheren Angaben iiber Gewinnung von Tri-, 
bzw. Dinucteotiden, die etwas iiber die Reihenfolge hatten aussagen 
kdnnen, hatten sich als unrichtig erwiesen, Stets handelte es sich um 
Gemische von Mononucleotiden. Levene (66, 86) hatte fiir Hefenuclein¬ 
saure die umstehende Konstitutionsformel aufgestellt, die eine esterartige 
Bindung zwischen den einzelnen Nucleotiden vorsieht. 
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Die nachstehende Formel stimmt mit den Ergebnissen der elektro- 
metrischen Titration iibetein, die auBer vier primaren Phosphorsaure- 
gruppen noch eine sekundare Gruppe (2, Dissoziationsstufe) aiizeigt 
[Levene und Simms {81, 82)], Die Beweiskraft der empfindlichen elektro- 
metrischen Titration ist bei der amorphen und unremen Beschaffenheit 
der Hefenucleinsaure nach Ansicht von Making {95,96) sowie von 
Takahashi {106) nicht allzu hoch zu werten..Mit der nachstehenden For- 
mulienmgnimmt Levene die gleiche Art der Verkniipfung und die gleiche 
Reihenfolge wie bei der Thymonucleinsaure an. Wahrend in der Th5mio- 
nucleinsaure die Bindung von der in Stellung 3 der Desoxyribose ange- 
nommenen Phosphorsaure zum C 5, d. h. zur primaren Hydroxylgruppe 
verlaufen soil, soil in der Hefenucleinsaure die Bindung von der Phosphor¬ 
saure am C 3 der Ribose zum C 2 der Ribose des Nachbamucleotids gehen. 
Mit dieser Annahme tragt Levene der verschiedenartigen Resistenz 
beider Polynucleotide gegeniiber Alkali Rechnung. Die gegeniiber Alkali 
sehr labile Hefenucleinsaure wird bei der Instabilitat der Bindung am C 2 
durch Alkali leicht zwischen C 2 und Phosphorsaure gespalten. Hingegen 
besitzt die Thymonucleinsaure mit der* Bindung von der Phosphorsaure 
zum C 5 eine gegeniiber Alkali stabilere Bindung. So einleuchtend in 
vieler Hinsicht die Uberlegungen von Levene sind, so muB doch nochmals 
darauf hingewiesen werden, daB sie, zumindest fiir die Hefenuclein¬ 
saure, abgesehen von den Titrationen, keinerlei experimentelle Grundlage 
besitzen. 

—O—CjHyO,—C4H3 N,Oj Uridylsaure. 


Hefeadenyls&ure. 


O^P—O—CjHtOj—C4H4N,0 
HO I 


Cytidylsaure 


OprP—o —CjHgOj—C4H4N5O Guanylsaure. 

Hefenuddns&ure (nach LlYSNl). 

Nchmen wir die LEVENEsche Formulierung der Hefenucleinsaure 
(ebenso der Th3nnonucleinsaure) als richtig an, so ware die Polynucleoti¬ 
dase in beiden Fallen einer Phosphodiesterase gleichzusetzen (S. 149). 
Takahashi {106) hat geglaubt, den Beweis fiir die Identitat von Poly¬ 
nucleotidase imd Phosphodiesterase erbracht zu haben. Im Verfolg 
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dieser Untersuchungen ist er zu einer neuen Formel ftir Hefenucleinsaure 
gekommen: Eine reine Phosphomonoesterase vermochte aus Hefenuclein- 
saure keine Phosphorsaure abzuspalten, ebenso nicht reine Pyrophos¬ 
phatase sowie ein Gemisch von Phosphomonoesterase + Pyrophosphatase. 
Hingegen spaltete ein Gemisch von Phosphomonoesterase und Phospho¬ 
diesterase den gesamten P ab. Auf Grund der LEVENEschen Formel 
sollte die eine endstandige Phosphorsaure durch Phosphomonoesterase 
abgespalten werden, was aber nicht der Fall ist. Takahashi kommt daher 
zu folgender ringformigen Anordnung der Hefenucleinsiure: 

OH 

I 

.Cytosin—Ribose—O—P—O—Ribose—Adenin 

I 11 I 

000 

1 i 

HO—P =0 O^P—OH 

I I 

000 

I il I 

G uan i n—Ribose—O—P—O— Ribose—U rac il 

I 

OH 

Hcfenucleinsaure (nacb TaeahaSHI und Makiho). 

Klein (55) konnte jedoch die Angaben von Takahashi nicht besta- 
tigen: Die angeblich reine Phosphomonoesterase spaltete in gleicher Weise 
Mono- und Diphenylphosphat. Ebenso spaltete „Habu'*-Enzym, das die 
reine Diesterase darstellen soli. Mono- und Diphenylphosphat sowie Hefe- 
nucleinsaure. 

Zur gleichen ringformigen Anordnung wie Takahashi kommt auch 
Making (95, 96) auf Grund von Titrationsversuchen mit Hefenuclein- 
siure. Die Titration besonders gereinigter Hefenucleinsaure mit Alkali 
imd Phenophthalein als Indikator zeigt das Vorliegen einer vierbasischen 
SSLure. Ebenso zeigt die Titration nach totaler Hydrolyse der Hefenuclein¬ 
saure einen Zuwachs von 4 Sauregruppen. Da nach totaler Hydrolyse 
insgesamt 8 Sauregruppen vorliegen miissen, ergibt sich aus dem Zuwachs 
von 4 sauregruppen, daB die urspriingliche Hefenucleinsaure eine 
vierbasische Saure darstellt. Die widersprechenden Befunde der Titration 
durch Levene bzw. Making dilrften im wesentlichen auf die verschiedene 
Reinheit der verwandten Hefenucleinsaure zurlickzufiihren sein. Die 
kaufliche Hefenucleinsaure enthait nicht unbetrachtliche Mengen Natrium. 

Durch Kochen von Hefenucleinsaure in Wasser gelang Bredereck 
und Richter [22) die Isolierung einer Substanz, die sie auf Grund der 
Analysen als Guanin-uridylsaure ansahen. Durch saure und alkalische 
Hydrolyse erhielten sie Guanin und Uridylsaure. Den Beweis, daB es sich 
um eine Verbindung und kein Gemisch handelt, sehen sie i. in der L 5 s- 
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lichkeit in Wasser, 2. in der Titration, die eine einbasische S&ure anzeigt, 
3. im Ausbleiben einer Brucinsalzfkllung (urydilsaures Brucin), 4. im 
Ausbleiben einer Pikratfallnng (Guaninpikrat). Die von den Autoren 
durchgefiihrte Desaminierung f6hrte zur Riickgewinnung von Guanin- 
uridylsaure bzw. Guanin- nnd Uridylsaure nach der Hydrolyse. Dar- 
aus wiirde sich eine N~P*Bindung von der Phosphorsiure zur NH2- 
Gruppe des Guanins ergeben. Nach den neuesten Untersuchungen diirfte 
die N-P-Bindung zwischen der Guanyl- und Uridylsaure wohl doch nicht 
den Tatsachen entsprechen. Bredereck und Lehmann (20) desaminierten 
Hefenucleinsaure und unterwarfen das Desaminierungsprodukt zunachst 
der Salzsaure + Methanol-Spaltung. Dabei erhielten sie Xanthin und 
Hypoxanthin. Bei der schwefelsauren Hydrolyse vermochten sie nur 
Uridylsaure, jedoch keine CytidyMure zu gewinnen. Das deutet darauf 
hin, daB in der Hefenucleinsaure die NHj-Gruppen frei sind; bei der 
Desaminierung sind sie gegen OH ausgetauscht worden. 1 st nun bei der 
Desaminierung die Tetranucleotidstruktur der Hefenucleinsaure erhalten 
geblieben ? Im Gegensatz zum Desaminierungsprodukt der Th5mio- 
nucleinsaure gibt das der Hefenucleinsaure keine Fallung mehr mit 
Salzsaure, im Gegensatz zur ursprtinglichen Hefenucleinsaure. Dennoch 
diirfte keine Aufspaltung der Tetranucleotidstruktur eingetreten sein: 
Die desaminierte Saure ist auf Grund der Titration mit Alkali gegen 
Phenolphthalein etwa eine vierbasisehe Saure, nach totaler Hydrolyse 
zeigt sie einen Zuwachs von etwa 4 Sauregruppen. Das Ergebnis der 
Desaminierung der Hefenucleinsaure spricht gegen eine N-P-Bindung in der 
Hefenucleinsaure. DaB in der Guanin-uridylsaure keine Desaminierung 
eingetreten ist, diirfte daran liegen, daB die Einwirkung bei zu tiefer 
Temperatur und zu kurzer Zeit vorgenommen wurde. Fiir die Guanin- 
uridylsaure mtiBte man eine Bindung von der Phosphorsaure zur OH- 
Gruppe im Guanin annehmen. Dariiber hinaus scheint es sehr unsicher, 
ob die Guanin-uridylsaure ein Spaltstiick der Hefenucleinsaure darstellt; 
es diirfte sich vielmehr um ein Sekundarprodukt handeln. 

Unter der unwahrscheinlichen Annahme, daB es sich* bei der Guanin- 
uridylsaure nicht um ein Sekundarprodukt handelt, wiirde dieser Befund 
hinsichtlich der Reihenfolge bedeuten, daB in der Hefenucleinsaure Guanyl- 
und Uridylsaure benachbart stehen. Einen weiteren Einblick in die Reihen¬ 
folge gewahrten in schwach alkalischem Milieu durchgefiihrte Hydrolysen 
[Bredereck imd F. Richter (21)]. Durch Kochen in waBrigem Pyridin 
lieB sich aus der Hefenucleinsaure Guanylsaure abspalten und nach Ent- 
femung derselben das Trinucleotid Uridyl-cytidyl-adenylsaure in prak- 
tisch reiner Form isolieren. Dafiir, daB es sich nicht um ein Gemisch, 
sondem um eine Verbindung handelt, spricht die Titration, die auf eine 
vierbasisehe Saure hindeutet, sowie das Ausbleiben einer Brucinsalz- 
fallung bei Zugabe alkoholischer Brucinldsimg. Die schvp^felsaure Hydro- 






Nucleins&uren 


155 


lyse ftihrte erwartungsgemaB zu Cytidylsaure und Uridylsaure. Dieser 
Befund bedeutet, daB in der Hefenucleinsaure Guanylsaure endstandig 
steht, an nachster Stelle folgt dieUridylsaure, so daB ftir die Hefenuclein- 
saure folgende Anordnungen in Frage kommen: 

1. Guanyl-Uridyl-Cytidyl-Adenylsaure, 

2. Guanyl-Uridyl-Adenyl-Cytidylsaure. 

Die von Bredereck und Richter {21) durchgeftihrte Hydrolyse des 
Trinucleotids in waBrigem Pyridin fiihrte in den ersten Stunden der 
Hydrolyse zur Abspaltung von Adenylsaure, die als Brucinsalz identifiziert 
werden konnte. Bevor jedoch bei weiterer Hydrolyse die Adenylsaure 
restlos abgespalten ist, beginnt auch die Freilegung der Cytidyl- und 
Uridylsaure. Dennoch diirfte daraus hervorgehen, daB im Trinucleotid 
Adenylsaure endstandig steht. Immer unter der Annahme, daB Guanin- 
uridylsaure kein Sekundarprodukt darstellt, wiirde sich folgende Reihen- 
folge in der Hefenucleinsaure ergeben: 

Guanylsaure-Uridylsaure-Cytidylsaure-Adenylsaure. 

Da die Guanin-uridylsaure vermutlich ein Sekundarprodukt darstellt, 
so ergeben sich die folgenden moglichen Reihenfolgen: 

1. Guanyl-cytid5d-uridyl-adenylsaure, 

2. Guanyl-adenyl-uridyl-cytidylsaure, 

3. Guanyl-adenyl-cytidyl-uridylsaure. 

Durch die zuletzt geschilderten Hydrolysen ist es zum ersten Male ge- 
lungen, Einblick in die Reihenfolge der Nucleotide zu gewinnen. Es sei 
jedoch darauf hingewiesen, daB diese partielle Hydrolyse sich nicht 
mit alien Hefenucleinsaure-Praparaten hat durchfiihren lassen. Das 
unterschiedliche Verhalteh der einzelnen Praparate ist noch ungeklart. 

Was die. Art der Bindungen in der Hefenucleinsaure anbetrifft, so ist 
durch die Untersuchung des Desaminierungsproduktes der Hefenuclein¬ 
saure die Moglichkeit einer Bindung von der Phosphorsaure zur NH,- 
Gruppe auszuschalten. Teilweise mdglich, wenn auch nicht wahrschein- 
lich, sind Bindungen von Phosphorsaure zu OH-Gruppen der Basen. 
SchlieBlich bleibt als sehr wahrscheinlich die Moglichkeit der von Levene 
vertretenen Auffassung der Esterbindung bestehen. Es ist zu hoffen, daB 
die eingehende Untersuchung der Spaltprodukte eine Aufkiarung sowohl 
hinsichtlich der Bindung als auch der Reihenfolge bringen wird. Die 
Moglichkeit einer ringformigen Anordnung im Sinne von Takahashi bzw. 
Making bleibt nach wie vor bestehen. 

Pankreas-nucleinsdure, 

Diese zuerst von Hammarsten (1894) aus dem Pankreas als Nucleo- 
protein isolierte Nucleinsaure kommt auch in anderen Organen (Leber, 
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Milz) vor (S. 146). Nachdem bereits friiher [Jorpes (47, 48)^ Jones und 
Perkins {46), Calvery (24)] Ouanylsaure, Hefeadenylsa.ure, Cytidyls^ure 
und Uridylsaure als Spaltstiicke isoliert werden konnten, gelang Jorpes 
(49) der Nachweis, daB die Pankreasnucleinsaure ein Penta-nucleoiid dar- 
steUt. Er fand ein Verbaltnis von Guanin: Adenin wie 2:1. Pankreas- 
nucleinsaure enthalt dcrnnach zwei Guanylsauren und je eine Adenyl-. 
Cytidyl- und Uridylsaure. Die Titrationskurve verlauft analog der der 
Thymonucleinsaure. 
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Chlorophyll. 

Von A. Stoll und E. Wiedemann, Basel. 

Einieitung. 

Die fundamentale Bedeutung des Chlorophylls fiir den Haushalt der 
Natur ist altbekannt; die Pflanzenwelt bietet das Blattgriin in unerschopf- 
licher Fiille dar und doch haben sich von jeher verbaltnismaBig wenige 
Forscher in die chcmische Untersuchung des Blattfarbstoffs vertieft. 
Kaum auf einem anderen Gebiete der organischen Chemie war eine so 
weitgehende Spezialisierung erforderlich, wie bei der Erforschung des 
Chlorophylls und des mit ihm verWandten Hamins. Dieser Umstand und 
die Kompliziertheit des Gebietes gaben Veranlassung zu dem vorliegenden 
Referat, das auch dem AuBenstehenden eine Ubersicht gewahren will. 
Das Verstandnis wird erleichtert, wenn sich die Berichterstattung mog- 
lichst auf Ergebnisse von Bestand beschrankt und Irrtiimer und Umwege 
nur erwahnt, wo sie fiir den Gang der Untersuchung entscheidend waren. 
Wir sind dieser Regel bei der Abfassung des vorliegenden Aufsatzes tun- 
lichst gefolgt. 

In der Monographie „Untersuchungen iiber Chlorophyll, Methoden 
und Ergebnisse** haben R. Willstatter und A. Stoll (J05) 1913 iiber 
den damaligen Stand der chemischen Erforschung des Blattgriins be- 
richtet. Sie lieBen 1918 in den „Untersuchungen iiber die Assimilation 
der Kohlensaure** (307) eine Zusammenfassung ihrer Arbeiten iiber die 
Funktion des Chlorophylls in der Pflanze folgen. Einzelne Kapitel dieses 
zweiten Buches enthalten Erganzungen zur praparativen und analytischen 
Bearbeitung des Blattfarbstoffs. Die neueren Arbeiten bis zum Beginn 
des laufenden Jahrzehnts hat A. Treibs im „Handbuch der Pflanzen- 
analyse** von G. Klein zusammengefaBt (270), Wir beschranken daher 
die ausftihrlichere Berichterstattung auf die Verdffentlichungen der 
letzten 6—7 Jahre. Die Experimentalarbeiten dieser Zeit sind haupt- 
sachlich dem Studium der Feinstruktur des Chlorophylls und seiner 
Derivate gewidmet. Sie basieren auf den grundlegenden friiheren Unter- 
suchungen, deren wichtigste Ergebnisse daher eingangs kurz zusammen¬ 
gefaBt werden sollen. 
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I. Die fruheren Arbeiten (1904—1913). 

Die Kenntnisse iiber Chlorophyll vor Beginn der WiLLSTATTERschen 
Untersuchungen sind mit folgenden Worten charakterisiert worden (J05, 
dort S. 7): 

,»Noch vor wenigen Jahren war also das Chlorophyll in Substanz un- 
bekannt und es gab noch keine Methode, um eine fiir die chemische Unter- 
suchung brauchbare Losung des Pigments aus den BlSttem zu bereiten. 
Die ersten Fragen der Analyse harrten der Losung; es war unentschieden, 
welche Elemente dem Molekiil des Chlorophylls angehoren. Nicht viel 
mehr war festgestellt als die Tatsache, daB Abbauprodukte des Chloro¬ 
phylls zu den Pyrrolderivaten gehoren." 

Im folgenden soil in groben Zugen zunachst das Bild gezeigt werden, 
wie es sich nach AbschluB der Chlorophyll- und AssimiJationsunter- 
suchungen^ von R. Willstatter und seinen Mitarbeitem bot: 

Das Pigment der Chloroplasten in griinen Pflanzenteilen setzt sich im 
wesentlichen aus 4 Farbstoffen zusammen: 

2 griinen: Chlorophyll a (C55H,g05N4Mg), 

Chlorophyll b (CjsHyoO.N^Mg); 

2 gelben: Carotin (^40^5®), 

Xanthophyll (C4oH5402). 

Diese 4 Farbstoffe sind alien griinen Pflanzen, von den einzelligen 
Griinalgen bis zu den hochentwickelten Phanerogamen eigen, und zwar 
in der Regel im Verhaltnis des blaugriinen Chlorophylls a zu dem gelb- 
griinen Chlorophyll b wie 3 : i und von Xanthophyll zu Carotin wie 2:1. 
Ausnahmen wurden festgestellt bei Braunalgen, bei denen Chlorophyll b 
zuriicktritt (J05, dort S. 122, 208—210). Im normal griinen Blatt betragt 
das molekulare Komponentenverhaltnis von Chlorophyll a -f Chlorophyll b 
zu Xanthophyll + Carotin etwa 3:1, es verschiebt sich indessen bei 
Blattern der Aurea-Varietaten oder im herbstlich vergilbenden Laub er- 
heblich zugunsten der gelben Pigmente. 

Die schon friih von R.. Willstatter ermittelten Bruttoformeln von 
Carotin und Xanthophyll sowie deren exakte Beschreibung sind spater 
in zahlreichen Untersuchungen bestatigt worden und haben der heute so 
wichtig gewordenen Chemie der Carotinoide als Grundlage gedient. 

Die Zusammensetzung des Chlorophylls war im wesentlichen ermittelt, 
bevor die Isolierung von intaktem Blattgriin und seine Auflosung in die 
Komponenten durchgefiihrt waren, und zwar durch Riickschliisse aus dem 
systematisch und schonend durchgefiihrten Abbau: bei der Behandlung 
mit S^uren wurden die alkaliempfedlichen und beim alkalischen Abbau 
die saureempfindlichen Gruppen des Chlorophyllmolektils geschont. An 

^ Erstere begonnen 1904 in Miinchen, fortgesetzt von 1905—1912 in Zurich, 
dann von 1912—1916 in Berlin; die letzteren abgeschlossen 1917 in MUnchen. 
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den durch alkalische Verseifung gewonnenen Chlorophyllderivaten gelang 
der wichtige erste Nachweis des komplex gehundenen Magnesiums ^ dessen 
Bindung hochst resistent gegen Alkali ist, jedoCh schon von schwachen 
Sauren leicht aufgespalten wird. An dem durch Saure von Magnesium 
befreiten Chlorophyllderivat, dem in Ldsung olivbraun gefarbten Phdo- 
phytin, wurde der einfach ungesattigte, primare Alkohol Phytol (C20H40O) 
entdeckt, der mit einer der Carboxylgruppen des Chlorophylls verestert 
ist; diese Esterbindung widersteht verdiinnten Sauren, wird indessen 
durch Alkali leicht gelost. Die von R. Willstatter vermuteten konsti- 
tutionellen Beziehungen des Phytols zum Isopren sind spater bestatigt 
worden (vgl. S. 212). 

Magnesium und Phytol gehoren zu den eigenartigsten Bestandteilen 
des Chlorophylls und unterscheiden es charakteristisch von dem sich 
ebenfalls aus P5nTolderivaten aufbauenden Blutfarbstoff, der keinen Fett- 
alkohol und an Stelle des komplex gebundenen Magnesiums komplex ge- 
bundenes 3wertiges Eisen enthalt. Das Phytol verleiht dem Chlorophyll 
die Lipoidnatur und macht es in seinen physikalischen Eigen- 
schaften, z. B. in der Ldslichkeit, den Carotinoiden ahnlich, mit denen 
es, wie wir heute wissen (siehe S. 231), in den Chloroplasten ver- 
gesellschaftet ist. 

An durch Saure aus Chlorophyllextrakten zahlreicher Pflanzen ab- 
geschiedenen Phaophytinpraparaten wurde der Phytolgehalt stets zu 
einem Drittel des Gewichtes ermittelt, wenn die Extrakte rasch bereitet 
waren. Damit ist eine wichtige Stiitze fiir die Identitat des Chlorophylls 
in alien griinen Pflanzen geschaffen worden. Langeres Stehen von Chloro¬ 
phyllextrakten in Beriihrung mit Blattsubstanz bewirkt eine mehr oder 
weniger vollstandige Abspaltung des Phytols durch ein im Zellmaterial 
vorhandenes Enzym, die Chlorophyllase. In alkoholischen Medien be¬ 
wirkt dieses Enzym eine Alkoholyse, in anderen organischen Ldsungs- 
mitteln, z. B. Aceton, eine Hydrolyse zur freien Chlorophyll-monocarbon- 
saure, dem Chlorophyllid. Das seit langem bekannte kristallisierte Chloro¬ 
phyll, die BoRODiNsc/itew Kristalle (Jo), die R. Willstatter erstmals in 
groBeren Mengen praparativ herstellte, sind unter der Einwirkung der 
Chlorophyllase bei Gegenwart von Athylalkohol durch Athanolyse ent- 
standen imd mit Athylchlorophyllid bezeichnet worden. Analog entsteht 
Methykhlorophyllid enzymatisch bei Gegenwart von MethylalkohoL 

Die Chlorophyllase scheint in alien griinen Pflanzen vorzukommen, 
jedoch in sehr verschiedener Menge, so daB sich nur gewisse Pflanzen, 
wie z. B. Heracleum spondylium (Barenklau), Galeopsis tetrahit (Hohl- 
zahn), Stachys silvatica (Waldziest), Lamium maculatum (Taubnessel), 
ftir die Herstelltmg von kristallisiertem Chlorophyll eignen, weil sie chloro- 
phyUasereich sind. In anderen Blattem, wie z. B. in denen der Urtica 
dioica (Brennessel), tritt die Chlorophyllasewirkung so zuriick, daB das 
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Chlorophyll ohne besondere VorsichtsmaBnahmen bei der Extraktion mit 
dem natiirlichen Phytolgehalt gewonnen werden kann. 

Die Voraussetzung zur Gewinnung intakten Chlorophylls war die Ver- 
wendung von sorgfaltig getrocknetem oder frischem Ausgangsmaterial, 
wobei im Hinblick auf die Empfindlichkeit des Chlorophylls schadliche 
Einfliisse durch Licht, Warme, chemische Agenzien und Enzyme zu ver- 
meiden waren. In vielon Blattmaterialien sind es vor allem die Pflanzen- 
sauren, die aus dem Chlorophyll das Magnesium abspalten. Trotzdem 
reines Chlorophyll in alien organischen Losungsmitteln, mit Ausnahme 
von Petrolather, leicht loslich ist, so eignen sich infolge der besonderen 
Bindimgsform des Chlorophylls im Blatt doch nur mit Wasser mischbare 
Losungsmittel, wie dieAlkohole und Ace ton, ftir die Extraktion des Chloro¬ 
phylls aus dem Blatt. Das griine Pigment wird stets mit mehr oder weniger 
groBen Mengen von Begleitstoffen (Carotinoide, Phytosterine, Lipoide) 
extrahiert, die seine Ldslichkeit so stark beeinflussen konnen, daB auch 
ein goproz. Chlorophyll noch nicht aus Petrolather ausfallen muB. Stark 
wasserhaltige Extraktionsmittel, z. B. 70—80% Aceton, losen das Blatt- 
griin rasch aus gepulverter Blattsubstanz und sind geeignet, das Chloro¬ 
phyll von nahe verwandten Begleitstoffen soweit abzutrennen, daB nach 
dem Dberfxihren in Petrolather und mehrfacher Ausschiittelung dieser 
Ldsung mit wasserhaltigem Holzgeist eine Ausflockung des Chlorophylls 
aus dem Petrolather in hochprozentiger Reinheit erfolgt. Wiederholtes 
Umfallen aus konzentrierter atherischer Ldsung mit Petrolather fuhrt 
dann zu reinem Chlorophyll. 

Die Aufteilung von Chlorophyll und seinen Derivaten in einheitliche 
Stoffe einer a- und einer b-Reihe ist zuerst an Abbauprodukten des Chloro¬ 
phylls gelungen. Die Trennungsmeihode von R. Willstatter und W. Mieg 
(279) beruht auf der verschiedenen Verteilung der Chlorophyllderivate 
zwischen Ather und verdiinnten Salzsauren. Ein Chlorophyllderivat wird 
gekennzeichnet durch die ,,Salzsdurezahr\ d. i. die Konzentration der 
Siiure in Prozenten, die erforderlich ist, um bei gleichen Mengen Ather 
und Saure zwei Drittel der Substanz aus dem Ather auszuziehen. Bei 
gegebener Salzsaurekonzentration ergibt die Bestimmung des Verhalt- 
nisses von in Ather und in Salzsaure gelds ter Substanz die ,y erteilungs- 
zahV*. K. Zeile und B. Rau haben spater die solchen Verteilungen zu- 
grunde liegenden GesetzmaBigkeiten beschrieben (314) • Chlorin die 
durch alkalische Verseifung aus Phaophytin a entstehende Tricarbon- 
saure, wird beispielsweise aus verdtinnter, schdn olivgriiner atherischer 
Ldsung von einem gleichen Volumen 3proz. Salzsaure mit blauer Farbe 
zu zwei Drittel aufgenommen und besitzt die Salzsaurezahl 3, wahrend 
das in atherischer Ldsung weinrote Rhodin das analog dem Chlorin e^ 

Heutige Benennung der im Chlorophyllbuch von R. WillstXtter und A. Stoll 
mit Phytochlorin e bzw. Phytofhodin g bezeichneten Verbindungen. 
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aus Phaophytin b entsteht, die Salzs^urezahl 9 aufweist und in salzsaurer 
Losung griin erscheint. Chlorin e* und Rhodin g, konnen auf Grun^ ihrer 
verschiedenen Salzsaurezahlen leicht voneinander getrennt werden und 
lagen in reiner Form vor, lange bevor die unverseiften Komponenten 
einzeln zuganglich waren. Auf der Bildung und quantitativen Trennung 
von Chlorin e® und Rhodin g,, der SpaUungsprohe, ist die analytische Be- 
stimmung der Komponenten a und h im Gesamtchlorophyll und in seinen 
nachsten Derivaten aufgebaut worden. 

Die relativ hohe Saureresistenz der magnesiumfreien Derivate des 
natiirlichen Chlorophylls, des Phaophytins und der kristallisierten Phdo~ 
phorhide (freies Phaophorbid, Methyl-und Athylphaophorbid) ermoglichte, 
die Fraktionierung mit Salzsaure verschiedener Konzentration aus atheri- 
scher Ldsung auf Chlorophyllderivate anzuwenden, die noch nicht mit Alkali 
gespalten worden waren. Freilich sind dazu hohere Saurekonzentrationen 
(von 15 bis iiber 30%) erforderlich. Die Verwendung der konzentrierten 
Salzsaure zur Trennung des Phaophytins in seine Komponenten a und h 
setzt Kiihlung auf niedere Temperatur voraus, falls die Phytolestergruppe 
vor saurer Hydrolyse geschiitzt werden soil; sonst tritt Verseifung zu 
Monocarbonsauren, den Phaophorbiden a und b, ein, die ihrerseits mit 
Salzsauren mittlerer Konzentration sauber getrennt werden konnen. 
Phaophorbid a und b sind als prachtig kristallisierende Verbindungen die 
,,leichtest zuganglichen und schdnsten Ausgangsmaterialien fiir kiinftige 
Untersuchungen" (305, dort S. 282) des Chlorophylls geworden. 

Die Zerlegung des Chlorophylls in die Komponenten a und h zu pra- 
parativen Zwecken ist unter Vermeidung von chemischen Agenzien auf 
physikalischem Wege durch die Verteilung zwischen nicht mischbaren 
organischen Losiingsmitteln durchzufiihren und gelang zuerst R. Will- 
STATTER und A. Stoll (297, 234) beim Methylchlorophyllid. Wird eine 
Losung desselben in Ather-Petrolather i: i mit wasserhaltigem Methyl- 
alkohol (6oproz.) durchgeschiittelt, so geht vorzugsweise die Kompo- 
nente b in die wasserhaltige Schicht iiber. Wahrend die Ausgangslosimg 
etwa z^/gmal soviel a wie h enthielt, findet man in dem wasserhaltigen 
Alkoholauszug dann etwa z^/jmal soviel h wie a. Auf diesem Unterschied 
der Verteilungskoeffizienten basierend, waren durch eine systematische, 
vielfache Wiederholimg der Ausschiittelung schlieBlich die Komponenten 
einheitlich zu gewinnen. Analog, jedoch imter Verwendung von methainol- 
haltigem Petrolather und waBrigem Holzgeist gelang R. Willstatter 
und M. IsLER (2g8) die systematische Trennung der Phytylchlorophyllide 
aus dem Gemisch natiirlichen Chlorophylls, Die Analysen der reinen 
magnesiumhaltigen Komponenten bestatigten die aus den Abbaupro- 
dukten im voraus ermittelten Bruttoformein der Chlorophylle a und b. 

Die Zusammenhange des natiirlichen Chlorophylls und der Chloro- 
phyllide einerseits und des Phaophytins und der Phaophorbide anderseits 
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sind durch diese UnterSuchungen abgeklSrt worden; die Uberfiihrungs- 
reaktionen sind libersichtlich und im wesentlichen reversibel. So gelang 
es, in Phaophytin a das Magnesium mit Hilfe GRiONARDscher Verbin- 
dungen wieder einzufiihren und zu Chlorophyll a zu gelangen. Anderseits 
war es moglich, ausgehend von der Monocarbonsaure Chlorophyllid und 
einem UberschuB von Phytol mit Hilfe der Chlorophyllase ^e partielle 
Re-synthese des Phytylesters, also des natiirlichen Chlorophylls, enzy- 
matisch durchzufiihren. 

Weniger libersichtlich und nicht reversibel verliefen die Reaktionen 
unter der Einwirkung von Alkali. Die Chlorophylle und die Phaophorbide 
enthalten auBer dem phytoltragenden Carboxyl noch eine Methylester- 
gruppe, die mit starken Alkalien zu einer zweiten Carboxylgruppe verseif- 
bar ist. Ein drittes Carboxyl entsteht dann immer gleichzeitig durch hydro- 
lytische Offnung eines Ringsystems, von dem spater die Rede sein wird. 

Alle intakten Chlorophylle und Phaophorbide verlieren bei der Ein- 
wirkimg von starkem Alkali, z. B. methylalkoholischer Kalilauge, voriiber- 
gehend ihre griine bzw. olivgriine Farbe und werden in der a-Reihe gelb, 
in der b-Reihe intensiv rot gefarbt. Gemische von a- und b-Derivaten 
zeigen eine braune Farbe. die diesem temporaren Farbumschlag die Be- 
zeichnung .firaune Phase*' (ig4) eingetragen hat. Nach einigen Minuten 
kehrt namlich die urspriingliche grune bzw. olivgriine Farbe wieder 
zuriick. Es sind die Alkalisalze von Tricarbonsauren gebildet worden, die 
in Wasser spielend loslich sind, als freie Sauren jedoch von i^ther auf- 
genommen werden. Ist man von Chlorophyll ausgegangen, so sind die 
magnesiumhaltigen Chlorophylline entstanden. An solchen Praparaten, 
die nach der Verseifxmg durch schonende Uberfiihrung in Ather (unter 
Vefwendung von Mononatriumphosphat zum Ansauern) gewonnen worden 
waren, ist das Magnesium als Bestandteil des Chlorophylls entdeckt 
worden. Erfolgte die energische alkalische Verseifung an Phaophorbiden, 
so fiihrte sie bei Verbindungen der a-Reihe zu Chlorin e® und bei solchen 
der b-Reihe zu Rhodin g,, wie bereits ausgefiihrt wurde. 

Die alkalische Verseifung von Chlorophyll und seinen nachsten Deri- 
vaten verlauft nicht immer glatt und selten ohne Nebenreaktionen. Be- 
sonders die magnesiumhaltigen Verbindungen unterliegen schon beim 
Stehen in manchen Losungsmitteln leicht einer Umwandlung, der Allo- 
merisation, zu Produkten, welche die braune Phase nicht mehr zeigen. 
Die ^Phasenprohe" hat sich demnach als eine der empfindlichsten Re¬ 
aktionen auf Intaktheit des Chlorophylls imd seiner nachsten Abkomm- 
linge erwiesen. Die Allomerisation tritt auch ein, wenn Chlorophyll einer 
langsamen Verseifung unterworfen wird. Aus so gewonnenen Chloro- 
phyllinen entstehen durch Entfemung des Magnesiums nicht Chlorin e, 
bzw. Rhodin g^, sondem Gemische von zersetzlichen imd schwer definier- 
baren Produkten, die aus atherischer Ldsung erst in viel starkere Salz- 
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s§,ure iibergehen, sogenannte schwach hasische Chlorine bzw. Rliodine. 
Die schwerer allomerisierbaren magnesiumfreien Chlorophyllderivate, das 
Phaophytin und die Phaophorbide liefem auch bei langsamer, kalter Ver- 
seifung schon zum groBen Teil Chlorin und Rhodin g,. Diese beiden 
wichtigen Tricarbonsauren sind denn auch durch kalte Verseifung von 
Phaophorbid mit konzentrierter methylalkoholischer Kalilauge erstmals 
hergestellt worden. DieDivergenz in den Spaltprodukten bei kalter Versei> 
fung, ob man von magnesiumfreien oder magnesiumhaltigen Verbindungen 
ausgeht, ist in der leichteren Allomerisierbarkeit der letzteren begriindet. 
Wie R. WiLLSTATTER und M. Utzinger (29^) fanden, verlauft die alka- 
lische Verseifung gleichartig imd unter AusschluB der Allomerisation, 
wenn die Chlorophyllide und die Phaophorbide mit konzentrierter methyl¬ 
alkoholischer Kalilauge kurz bei Siedehitze verseift werden. Aus den 
Chlorophylliden a und b entstehen dann die Isochlorophylline a und b, 
die nichts anderes als die komplexen Magnesiumverbindungen von 
Chlorin e^ bzw. Rhodin g^ sind. 

In der umstehenden Tabelle i sind die Zusammenhange von Chlorophyll 
und seinen ersten Derivaten und die bisher erwahnten Umwandlungs- 
reaktionen dargestellt. 

Die entsprechende Zusammenstcllung fiir die Komponente b wiirde 
zum Endprodukt Rhodin g, fiihren und in den Formeln an Stelle zweier 
Wasserstoffatome ein Sauerstoffatom aufweisen. R. Willstatter und 
A. Stoll haben angenommen, daB dieser Sauerstoff bei Chlorophyll b 
und seinen Derivaten in der Form eines Carbonyls vorhanden sei (J05, 
dort S. 327), was seither bestatigt wurde. 

Sowohl die Allomerisation des Chlorophylls und seiner Derivate wie 
auch die Entstehung der dritten Carboxylgruppe, die in natiirlichem 
Chlorophyll nicht vorhanden ist, werden uns im Hauptteil bescharftigen. 

Ein wesentliches, friihzeitig erkanntes Merkmal des Chlorophylls und 
seiner magnesiumhaltigen Derivate ist die groBe Alkalibestandigkeit der 
komplexen Magnesiumbindung, die gegeniiber sauren Agenzien, selbst 
so schwachen Sauren wie Kohlensaure, empfindlich ist. Dank dieser 
Alkaliresistenz konnten R. Willstatter und seine Mitarbeiter [A. Pfan- 
NENSTiEL {283), H. Fritzsche {286), M. FiscHER (joj)] die stufenweise 
Abspaltung der Carboxyle mit Alkalien in der Hitze durchfiihren, um zu 
magnesiundialtigen Di- und Monocarbonsauren und schlieBlich sogar 
zur carboxyl- und sauerstofffreien Stammsubstanz des Chlorophylls, zur 
Magnesiumverbindung AetiophyUin zu gelangen. Auf diese wichtigen, 
inzwischen zum grdBten Teil synthetisierten Chlorophyllderivate werden 
wir noch eingehen. Aus den WiLLSTAiTERschen Versuchen folgte zunachst, 
daB im Ghloi^ophyll das Magnesiumatom substituierend und komplex 
an 4 Stickstoffatome gebunden sein muB, die ihrerseits als Ringbestand- 
teile substituierter Pyrrolkerne anzusehen sind. 
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tJber die Konstitution dieser Pyrrolkeme des Chlorophylls hat eine 
Untersuchung von R. WillstAtter nnd Y. Asahina {287, 296) nahere 
Kenntnisse vermittelt. Die Totaloxydation verschiedener Chlorophyll- 
derivate, so auch der Porphyrin-Monocarbonsauren, ftihrte in Bestatigung 
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von Befunden L. Marchlewskis (J77, 183) bei der Oxydation von 
Phylloporphyrin zu H&matins&ure bzw. zu ihrem Imid und auQerdem zu 
Methyl-athyl-maleinimid. 


H,C—C C—CH,—CH,—COOH 

! I 

o=c^c=o 

NH 

Hamatinsaure (-imid). 


H,C~-C ---0—CH,-—CH3 


o=c^ ^c-=o 

NH 

Methyl-&thyi-maleinimid. 


Die Totalreduktion lieB ein Basengemisch entstehcn, aus dem durch 
fraktionierte Salzbildung mit Pikrinsaure Hdmopyrrol^ und erstmals 
Phyllopyrrol in reincm Zustand abgetrennt werden konnten. Daneben 
wurden Kryptopyrrol (38) und Opsopyrrol (34-Methyl-dthyUpyrrol) (ig6, 
igy) als Bestandteile des durch reduktive Aufspaltung erhaltenen 
Pyrrolbasen-Gemisches erkannt. 


H3C-C C-C,H5 

I: i' 

H.C—C CH 

* \ / 

\/ 

NH 


Hamopyrro) (= IsohSniopyrrol). 


HgC—C-C—CjHg 

i! I' 

H3C--C C-CH3 


NH 


Phyliopyrtol. 


H3C—C-C—CjH^ 


HC 


\/ 

NH 

Kryptopyrrol. 


C—CH, 


H3C—C-C—CjH, 


HC^^CH 

NH 

Opsopyrrol. 


Diese Spaltstiicke des Chlorophyllmolekiils sind inzwischen durch 
S3mthese zuganglich geworden, womit ihre Formeln bewiesen sind. 

So haben die Arbeiten R. Willstatters und seiner Mitarbeiter 
durch die Isolierung, die Analyse und die exakte Kennzeichnung des 
Chlorophylls, seiner einheitlichen Komponenten und der nachsten Deri- 
vate, durch das Studium der charakteristischen Empfindlichkeiten 
nattirlichen Chlorophylls und durch die iibersichtlichen Umwandlungen 
unter Erhaltung seiner eigentiimlichen Merkmale die Voraussetzung 
geschaffen ftir die Erforschung der Konstitution. Diese ist von R. Will- 
STATTER durch die stufenweise Decarboxylierung mit Alkalien sowie 
durch die oxydative und reduktive Spadtimg des Kemgenists eingeleitet 
und etwa 15 Jahre spater im Laboratorium von Hans Fischer in Miinchen 
und von J. B. Conant in Cambridge (Mass.) aufgenommen und erfolg- 
reich fortgesetzt worden. 


^ Heutige Bezeichnung; die Verbindung wurde frtiher als I so h & m opyrrol be* 
schrieben (vgl. J05, dort S. 381). 
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II. Die neueren Arbeiten (1927—1933). 

A. Die Kernstruktur. 

Die benihmten Arbeiten Hans Fischers und seiner Mitarbeiter zur 
Erforschung der Konstitution des Hamins batten 1927 zur Synthese des 
dem HSmin zugrunde liegenden Aetioporphyrins III (43) und schon 
zwei Jahre darauf zur S>ti these des Hamins .selbst gefiihrt (47). Sie haben 
auf die Erforschung der Konstitution des Chlorophyllkems entscheidenden 
EinfluB gewonnen, um so mehr, als die groBe Ahnlichkeit der Porphyrine 
aus Hamin und aus Chlorophyll schon friihzeitig erkannt und die Identitat 
der aus Blut- und aus Blattfarbstoff durch totale oxydative und reduktive 
Spaltung erhaltenen Bruchstiicke erwiesen war. 

Es zeigte sich, daB W. Kusters (174) alte Annahme eines ibgliedrigen 
heterozyklischen Ringes richtig war. Das Ringsystem des Hamins und 
des Chlorophylls, das nun rait ,,Porphinring** bezeichnet wurde, besteht 
aus 4 Pyrrolkemen und 4 dazwischenliegenden Methinbriicken, welche 
die Pyrrolkeme in a-Stellung verkniipfen. 

Nach H. Fischer und K. Zeile {47) ist Hamin das Fe^^^Cl-Komplex- 
salz des i,3,5,8-Tetramethyl’2,4“divinyb6,7-dipropionsaure-porphins, des 
Protoporphyrins, folgender Konstitution: 

CHj 

I' 


l! 

CH CHj 



CH, CH, 


CH, CH, 

COOH COOH 

Hamin. 

Die Formel zeigt das Porphin-Ringsystem in der von H. Fischer {154) 
gew^lten Bezeichmmg der Kerne und Numerierung der Substituenten. 
Die Pyrrolkeme werden mit rdmischen Ziffem I—IV, die auf die Kerne 
folgenden Methinbriicken mit dx bis d und die ) 9 *Substituenten der P3nTol- 
keme im gleichen Sinne fortlaufend mit den arabischen Zahlen i—8 
bezeichnet. Diese Bezeichnungsweise ist ohne Anderung ftlr die Ver- 
bindungen der Chlorophyllreihe iibemommen worden. 
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Charakteristisch fiir den Ban des heterozyklischen i6gliedrigen Ringes 
ist sein schon von W. Kuster angenommener „aromatischer“ Charakter. 
Wie bei der Schreibweise des Benzols nach Kekuli^ folgen sich, unter 
Einbeziehung aller dafiir in Betracht kommender Bindungen des 
Molekiils, Einfach- und Doppelbinduilgen in regelmaBigem Wechsel. 

Die Chlorophyllarbeiten im Institut H. Fischers warden mit Unter- 
suchungen von H. Fischer und A. Treibs {45) sowie A. Treibs und 
E. Wiedemann (252) eingeleitet. Der bereits von R. Willstatter mit 
den magnesiumhaltigen Substanzen (Phyllinen) vollzogene Alkaliabbau 
des Chlorophylls wurde nun mit den leichter zuganglichen magnesium- 
freien Verbindungen durchgefiihrt. Auf der Verschiedenheit des Ausgangs- 
materials mogen die auch heute noch bestehenden Unterschiede in den 
Ergebnissen des Alkali abbaues in den Laboratorien R. Willstatters 
und H. Fischers zum Teil beruhen. 

Der Abbau magnesiumfreier Chlorophyllderivate fiihrte direkt zu 
Porphyrincn, die sich ebenfalls bis zu den Grundsubstanzen, den ent- 
sprechenden Atioporphyrinen, decarboxylieren lieBen. Es wurden aus 
beiden Chlorophyllkomponenten die gleichen vier Porphyrine rein und 
einheitlich isoliert. Zwei davon, die Dicarbonsaure Rhodoporphyrin und 
die Monocarbonsaure Pyrroporphyrin, stimmten mit den friiher be- 
schriebenen PrSparaten^ iiberein und das reine Phylloporphyrin neuer 
Darstellung entsprach dem von L. Marchlewski und J. Robel [186) 
isolierten /J-Phylloporphyrin. Phylloporphyrin lieB sich in Pyrroporphyrin 
iiberfuhren. Die Dicarbonsaure Verdoporphyrin^ wurde neu aufgefunden. 
Die Decarboxylierung der beiden Monocarbonsauren Phyllo- und Pyrro- 
porph5Tin lieferte Phyllo- bzw. Pyrro-dtioporphyrin; auch die carboxyl- 
freie Phylloverbindung war in die Pyrroverbindung iiberfuhrbar. 

Die Tabelle 2 (S. 170) gewahrt einen Dberblick iiber den alkalischen 
Abbau von Chlorophyllderivaten von den Tricarbonsauren bis zu den 
carboxylfreien Verbindungen Phyllo- und Pyrroatioporph5Tin. 

An Phyllo- und P)aToporph)^n wie an den beiden Atioporphyrinen 
wurde die Beobachtung gemacht, daB sie je ein Atom Brom aufnehmen 
kdnnen; daraus war auf eine freie j8-Stellung zu schlieBen. Rhodopor¬ 
phyrin, das sich analytisch von Pyrroporphyrin nur durch ein Mehr von 

^ Das JEUiodoporphyrin von heute ist identisch mit dem Ery^Aro-porphyrin 
R WxllstAttbrs (vgl. J05, dort S. 358), das besonders reinem Rhodoporphyrin 
entspricht. 

* Die salzsaure Ldsung dieses Porphyrins hat griine Farbe, daher der Name. 
Sp&ter ist noch ein „Pseudoverdoporphyrin'* aufgefunden worden, das sich als 
besonders reines Verdoporph3rrin erwies und zur Ermittlung seiner Konstitution 
als i-Vinyl-rhodoporphyrin gedient hat; vgl. H. Fischer und G. Krauss (rr7). 
Das von H. Fischer und K. Kahr' { J24 ) aus Phaoporphyrin ag dargestellte .,Verdo- 
porphyrin** erwies sich indessen als ein Gemisch von Rhodoporphyrin und Chloro- 
porj^yrin eg. 
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CO2 unterscheidet, reagierte nicht mit Brom. H. Fischer, G. Hummel 
und A. Treibs {48) schlossen hieraus, daB Rhodoporphyrin sein zweites 
Carboxyl an der Stelle trage, wo Pyrroporph5nin ein Atom Brom auf- 
nimmt, namiich an einer / 3 -Stellung. 

Tabelle 2. Der alkalische Abbau des Phaophytins. 

Phdophytin a h 


Kurze Verseifung mit 30proz. Kalilauge in der Siede- 
hitze, anschlieBend Fraktionierung mit Salzsaure 


i 


■'■“1 

Rhodin 

(C34H34O7N4) 


Cklorin 

(C34H34O4N4) 

III ill 

Abbau mit konzentrierter Kalilauge bei 120—150° im Druckrohr 


I i 

Verdopofphyfin 

(Cs,H3204N4) 


I I 

Rhodoporphyrin 

(C33H84O4N4) 


I ■ 

Phylloporphyrin 

(C„H„ 0 ,N,) 


Weitergehender Alkaliabbau 

i 

Pyrroporphyrin 
(C„H„ 0 ,N,) 


Erhitzen mit Natronkalk 
Oder Brenzreaktion 


Erhitzen mit Natronkalk Phyllodtioporphyrin 

Oder Brenzreaktion (CaiH34N4) 


Erhitzen mit Alkalien 


Pyrrodtioporphyrin 

(C»HhN.) 


In weiteren Untersuchungen haben H. Fischer, A. Treibs, H. Hel- 
BERGER und E. WiEDEMAHN {46,49,252,253; vgl. auch 55 , 60) zwei 
interessante Reaktionen aufgefunden: i. Die Porphyrine und ihre Eisen- 
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komplexsalze lassen sich ganz allgemein mit starken reduzierenden Agen- 
zien, insbesondere mit Alkalialkoholaten in ,,syntheti$che Chlorine” iiber- 
fiihren, die in ihrer griinen Farbe und ihrem Spektrum den natiirlichen 
Chlorinen, z, B. dem Chlorin e*, sehr nahestehen. Es wird heute ange- 
nommen, daB die kiinstlich erzeugten Chlorine den natiirlichen griinen 
Verbindungen konstitutionell entsprechen und wie diese als 5,6-Dihy(iro- 
porphyxine zu formulieren sind. a. Die Umsetzung mit Schwefelsaure 
Oder Acetylchlorid lieB ,,syntheiische Rhodine” (siehe auch 132) entstehen, 
Verbindungen von weinroter Farbe, im Spektrum und in anderen Eigen- 
schaften ahnlich natiirlichem Rhodin g,. Sie waren aber konstitutionell 
verschiedenundunterWasseraustritt zwischen einem jS-standigen Propion- 
saure-carboxyl und einer benachbarten Methinbriicke unter RingschluB 
gebildet worden. Porphyrine ohne eine derartige Atomgruppierung gaben 
die ,,Rhodin-Reaktion“ nicht. 

Eine Beobachtung von beachtenswerterTragweite machten H. Fischer 
und R. Baumler (5/, isy). Sie betrifft die Oberfiihrung der griinen 
Chlorophyllderivate in die roten Porphyrine mit Jodwasserstoff in Eisessig. 
Wird irgendein hoheresChlorophyllderivat, beispielsweise ein Phorbid, ein 
Chlorin, ein Rhodin oder dergleichen, mit in Eisessig geloster Jodwasser- 
stoffsaure gelinde erwarmt, so tritt Reduktion zu einer Leukoverbindung 
ein, die dann durch den Sauerstoff der Luft dehydriert wird und in Por¬ 
phyrin iibergeht. So erhaltene Porphyrine sind von den durch Alkaliabbau 
entstandenen deutlich verschieden. Sie wurden zuerst allgemein ,,Phao- 
porphyrine" genannt, spa ter aber nach ihrer Herkunft genauer bezeichnet 
als ,,Phaoporphyrine a” bzw. (aus Phaophorbiden a bzw. b), ,,Chloro- 
porphyrine e” (aus Chlorin e^ und dcssen Derivaten) und ,,Rhodinpor- 
phyrine g” (aus Rhodin g, und dessen Derivaten). Der Index zeigt die 
Zahl der Sauerstoffatome an; „Rhodinporphyrin z. B. ist ein aus 
Rhodin g^ durch Umsetzung mit Jodwasserstoff in Eisessig hervorge* 
gangenes Porphyrin, das 7 Sauerstoffatome enth^t. Derartige Porphyrine 
sind fiir die Konstitutionsermittlung des Chlorophylls wichtig geworden, 
als sich in spateren Untersuchungen zeigte, daB sie aus den griinen Ver¬ 
bindungen bei zweckmaBiger Ausfiihrung der Versuche ohne Verlust 
von C, O und N entstehen.^ Uberdies sind diese Porphyrine ausgezeichnet 
durch eine gute Differenzierung der Spektren, giinstige Loslichkeitseigen- 
schaften und leichte Kristallisierbarkeit. Sie lassen sich auf einfache und 
iibersichtliche Weise in die bekannten Porphyrine des Alkaliabbaues 
tiberfiihren. Die zahlreichen Versuche, auch mit Brom- und Chlorwasser- 
stoffsaure, Ameisens^ure u. dgl. Umwandlungen und Abbaureaktionen 
bei Chlorophyllderivaten zu erzielen, haben sich bisher als wenig frucht- 
bar erwiesen (vgl. 34), 

I Das besondere Verhalten der Vinylgnippe und die Anderung im Hydrierungs- 
sustand des Kerns werden spater besprochen. 
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Die ersten Ergebnisse der Umsetzung von Phiophorbid a und von 
Chlorin mit Jodwasserstoffsaure in Eisessig waren freilich nicht ein- 

deutig. Es wurden Phaoporphyrine a und Chloroporphyrine e mit ver- 
schiedenem Sauerstoffgehalt aufgefunden. Das erschwerte die Schlul3> 
folgerung, dafi sich die Porphyrine von Phaophorbid a bzw. Chlorin 
direkt ableiten. Verwirrend wirkte femer, daB H. Fischer und 
R. Baumler (5 j) bei der Analyse des Phaophorbids a nicht wie R. Will- 
STA'iTER und A. Stoll Werte fiir 5, sondem fur 6 Sauerstoffatome er- 
halten hat ten. Schon vorher hatten A. Treibs und E. Wiedemann (252) 
Analysenwerte fiir Chlorin und Rhodin mitgeteilt, die einem Gehalt 
von 7 bzw. 8 Sauerstoffatomen entsprachen, also ebenfalls je i 0-Atom 
mehr erforderten, als R. Willstatter und seine Mitarbeiter gefunden 
hatten. Diese bis zum Herbst 1932 bestehende Diskrepanz erschwerte es, die 
einfac:hen Beziehungen zwischen den griinen Substanzen und den daraus 
durch Jodwasserstoff in Eisessig erhaltenen roten Porphyrinen zuerkennen. 

Durch die Arbeiten von H. Fischer mit O. Moldenhauer, O. Sus 
und G. Klebs (59, 62, 64, 65, 68) war namlich festgestellt worden, daB 
aus Phaophorbid a als Hauptprodukt das Phaoporphyrin also ein 
Porphyrin mit 5 Sauerstoffatomen, gebildet wird, das sich durch De- 
carboxylierung in das bereits bekannte Phylloerythrin (138,139)^ tiber- 
fiihren laBt. Aus Chlorin-e^-trimethylester entsteht iiberwiegend Chloro- 
porphyrin (53). Aus freiem Chlorin wird ohne besondere MaBnahmen 
ein Chloroporphyrin erhalten, fiir das eine Aldehydgruppe in y-Stellung 
charakteristisch ist. Porphyrine mit hoherem Sauerstoffgehalt waren 
venliutlich aus Allomerisationsprodukten hervorgegangen, Porphyrine 
niedereren Sauerstoffgehalts durch Abbau (Decarboxylierung usw.) 
gebildet worden. 

Die analytische und synthetische Aufklarung der bis dahin bekannten 
Chlorophyll-porphyrine durch H. Fischer und seine Mitarbeiter ergab 
zun^chst, daB das Phaoporphyrin (Cs 5 H 3 e 05 N 4 ) der Monomethylester 
einer Dicarbonsaure ist, deren fiinftes Sauerstoffatom ein Oxim bildet 
imd demnach einer Carbonylgruppe angehort. Die in ihrem Spektrum 
dem Phaoporphyrin a^ sehr ^nUche Monocarbonsaure Phylloerythrin 
(C8SH34O3N4) ist ebenfalls oximierbar, wodurch die enge Verwandtschaft 
der beiden Verbindungen.auch chemisch bestatigt wird. 

Verseift man Phaoporph5rrin ag imter den Bedingungen der Dar- 
stellung von Chlorin e^ aus Phaophorbid a in P)7ridin mit starker alkoholi- 
scher Lauge, so wird Chloroporphyrin (C84H33O3N4) erhalten. Aus der 
Dicarbonsaure entsteht durch Hydrolyse an der Carbonylgruppe eine 

^ Vgl. W. F. Lobbisch und M. Fischlbr (176), ferner L. Marchlewski (178 bis 
182, j88 , jgi, jps). Von H. Fischer ist auch ein „Pseudo-phyUoerythrin‘* be- 
schrieben worden, das spater mit Phylloerythrin identilisiert wurde [vgl. H. Fischer, 
O. Moldenhauer und O. Sts (64)], 
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Tricarbonsaure. Diese ist, je nach den Bedingungen, zu zwei verschiedenen 
Dicarbonsauren decarboxylierbar, entweder zu einem neuen Chloropor- 
phyrin ^4 {^33^3^4^i)* ^^is, wie spater nachgewiesen werden konnte, 
in Rhodo- und in Phylloporphyrin iiberfuhrbar ist, oder zu dem schon 
lange bekannten Rhodoporphyrin. 

Fiir die spater zu besprechende Ermittlung der Strukturformeln dieser 
Porphyrine sind noch die folgenden Umsetzungen von Bedeutung. 
Erhitzt man die Tricarbonsaure Chloroporphyrin in Pyridin mit Soda, 
so erhalt man Phaoporphyrin a^. Unter Wasserabspaltung ist aus einer 
Carboxylgruppe das charakteristische Carbonyl zuriickgebildet worden. 
Im Phylloerythrin laBt sich das Carbonyl nach Wolff-Kishner* reduzieren 
unter Bildung von Desoxo-phylloerythrin (C33H8g02N4). In konzentrierter 
Schwefelsaure wird daraus Phylloerythrin zuriickgebildet. Phylloerythrin 
ist sowohl in Rhodoporphyrin als auch in Phylloporphyrin iiberfuhrbar. 

Die nachstehende Tabelle 3 gibt einen Dberblick iiber die eben be- 
sprochenen Abbaureaktionen in der Reihe des Chlorophylls a: 


Tabelle 3. Abbau von Phaophorbid a und Chlorin zu Porphyrinen. 


Phdophorhid a 

(C35H34O4N4) 


Starke KOH 
(in Pyridin) 


Chlorin 

(C3,h,.o,n.) 


HJ in Eisessig 

1 

4 " 

Phaoporphyrin 
(Ca5H3.0.N,) ■ 


Starke KOH 
(in Pyridin) 

Pyridin-Soda 


HJ in Eisessig 
4 

Chloroporphyrin 

(C34H„0,N«) 


HBr in Eisessig u. a. 

1 

4 

Phylloerythrin 

(c„h„o,n,) 

Hydrazin- , ^ 

/ j . konz. 
hydrat- 

KOH 


Desoxophylloerythrin 

(C»,Ha,0,N.) 


HBr in Eisessig u. a. 

4 

Chloroporphyrin 

(C3,h„o*n«) 


Abbau mit konzentrierter Kalilauge 
bei 120—150® im Druckrohr 


I 

4 4 

Phylloporph yrin 

(CjgHgjOjNi) 


i i 

Rhodoporphyrin 

(Ca.HMO,N,) 


weitergehender Alkaliabbau 
! I 

1 4 

I Pyrroporphyrin 

► (C„h„o,N4 ) 
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Die experimentellen Ergebnisse regten an zu theoretischen Betrach- 
tungen iiber die Konstitution der Chlorophyllporphyrine, insbesondere 
der neuen Phao- und Chloroporphyrine aus der Reihe des Chlorophylls a, 
und schlieBlich iiber die Konstitution des Chlorophylls a selbst. Die 
Dberlegungen waren im richtigen Sinn beeinfluBt durch die seit 1929 
durch Synthese bewiesene Konstitution des Hamins. Der SchluB Jag 
nahe, daB sich Chlorophyll wie Hamin vom Atioporphyrin III ableite 
und demnach dem Hamin in der Anordnung der / 3 -Substituenten ent- 
sprache. 

Kombinierte man diese wahrscheinlichste Annahme mit den anderen 
bisher bekannten Befxmden, so ergab sich, daB das Pyrro-atioporphyrin 
aus Chlorophyll entweder als i,3,5,8-Tetramethyl-2,4,6-triathyl-porphin 
Oder als i,3,5,8-Tetramethyl-2,4,7-triathyl-porphin 


C.Hj CH, 

I2 CH 




II ^*^6 

//- ’NH HN^\ 

/ \ 

0CH 


N N JJ 


u 


17 


CH 




6j 

C,H5 h 

Pynx>-atioporphyrin aus ChloK^hyll. 


artzusehen war, Zwischen diesen beiden Moglichkeiten hat die Synthese 
zugunsten vorstehender Formel entschieden (63). Damit erschien fiir die 
Monocarbonsaure Pyrroporphyrin als wahrscheinlichste Formel die eines 
i,3,5.8-Tetramethyl-2,4-diathyl-7'propionsaure-porphins: 





/ CH 


CH, 


CH. 


COOH 

Pyrroporphyrin.* 


Rhodoporphyrin muBte dann als i,3,5,8-Tetramethyl-2,4-diathyl-7-pro- 
pionsaure-6-carbonsaure-porphin 


1 In dieser und den folgenden Formulierungen sind nur mehr die Pyrrolkerne 
III und IV geschrieben, da nur von Verknderungen an diesem Teil des Molekiils 
die Rede ist. 
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N N—^ 

/ L ! VcH 

x/- 

«l 


Y 

CH. 

I 

CH, 

I 

COOH 


CH 


COOH 


Rhc)doporph 3 rrin. 

aufgefaBt werden. 

Schwieriger gestaltete sich die Einreihung des Phyllo-atio- und des 
Phyllo>porphyrins, die anfanglich fiir Isomere der entsprechenden Pyrro- 
verbindungen gehalten wurden. Aus Giiinden, auf die wir an dieser Stellc 
nicht eingehen kdnnen, muBte fiir die Phylloverbindungen eine Methyl- 
gruppe in y-Stellung angenommen werden, so daB fiir Phylloporphyrin 
die nachstehende Forinel eines i,3.5,8-Tetramethyl-2,4-diathyl-7-propi()n- 
saure-y-me t h y I -porph ins 

H3C .y CH, 

CH, » 

CH2 

I 

COOH 


f’hylloporphy rii I. 


vorgeschlagen wurde (2^8). Die Strukturformeln von Pyrroporpliyrin, 
Rhodop>orphyrin und Phylloporphyrin sind durch Totalsynthesen, die 
im nachsten Kapitel besprochen werden, bewiesen worden. 

Fiir die von H. Fischer und R. Baumler (51) entdeckten Phaopor- 
phyrine a waren von diesen Autoren noch keine Konstitutionsformeln 
angegeben worden. Es war dafiir ein griindliches Studium der Eigenschaf- 
ten der neuen Porphyrine Voraussetzung, wic es von H. Fischer, O. Mol- 
DENHAUER und O. Sus (65) spater durchgefiihrt wurde; hauptsachlich 
daraus konnten dann Strukturformeln hergeleitet werden (vgl. auch 67, 68). 

Phdoporphyrin (C35H3e05N4), das Hauptporphyrin der Umsetzung 
des Phaophorbids a mit Jodwasserstoff in Eisessig, ist der Monoinethyl- 
ester einer Dicarbonsaure. Es ist oximierbar, bildet bei der Behandlung 
mit starken Alkalien Chloroporphyrin e^ (C34H360eN4) und kann in Rhodo- 
porphyrin iibergefiihrt werden (vgl. S. 172). Aus diesen Reaktionen wmrde 
fiir das Phaoporphyrin ag die Struktur eines i,3,5,8>TetramethyF2,4- 
diithyl - 6,y-cyclopen tanon - carbonsaure-methylester - 7 - propionsaure-por- 
phins abgeleitet. Wesentlich und neu war darin die Annahme eines sub- 
stituierten isozyklischen Fiinfrings, der durch die Eingliederung einer 
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aus 3 C-Atomen gebildeten Atomgruppierung zwischen die 

6-Stellung des P5rrrolkems III und die y-Methinbriicke des Porphinrings 
entstanden ist. Dieser Funfring miifite auf Grund seiner Eigenschaften 
eine Acetessigester-Gruppierung (vgL nachstehende Formel) enthalten, 
die mit Alkalien der Saurespaltung unterliegt. Nur so war der Ubergang: 
Phaoporphyrin ag -► Chloroporphyrin e^j unter Umwandlung der Carbonyl- 
gruppc in ein neues Carboxyl im Einklang mit den anderen bekannten 
Tatsachen zu erklaren: 



COOH COOH 

Phaoporphyrin a^. Chloroporphyrin e,. 


Von Phaoporphyrin ag lei ten sich Phylloerythrin durch Decar- 
boxylierung und Desoxophylloerythrin durch Decarboxylierung und 
Reduktion der 9-Ketogruppe ab: 



I 9 I 

CHj CH* 


COOH COOH 

Phylloerythrin. Desozo-phyUoerythrin. 


Anderseits war Chloroporphyrin e^ als i,3,5,8-Tetramethyl-2,4-diathyl- 
6>carbonsaure-7-propionsaure-y-essigsaure-porphin zu bezeichnen, von 
dem sich Chloroporph5ndn durch Decarboxylienmg des y-Essigsaure- 
restes ableitet, da Chloroporphyrin 64 sowohl in Rhodo- als auch in 
Phylloporphyrin iibergehen kann: 



Cbloropoiphyrin 



COOH 

Chloroporphyrin 
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Der Cbergang von Rhodo- und Phylloporphyrin in Pyrroporphyrin, 
der unter Abspaltung des Carboxyls in 6-Stellung bzw. der y-Methyl- 
gruppe erfolgt, sowie die Mdglichkeit der Decarboxylierung des Phyllo- 
und Pyrroporphyrins zu Phyllo- bzw. PyiTO-atioporph5n*in ist bereits 
besprochen worden. 

Die reichen Erfahrungen auf dem Gebiete der Porpliyrinsynthesen 
ermdglichten es H. Fischer und seinen Mitarbeitem, gleichzeitig mit 
analytischen Untersuchungen das Chlorophyllgebiet auch synthetisch 
anzugehen. Diese Aufgabe war dadurch vorbereitet, daC eine Anzahl in 
Betracht kommender Pyrrole und Dipyrrylmethene bereits s^nithetisch 
zuganglich waren, indessen erschwert durch den unsymmetrischen Bau 
auch der einfachsten Chlorophyll-porphyrine, wahrend die Hamin-porphy- 
rine halbsymmetrisch sind. Waren ftir das dem Hamin zugrunde liegende 
Atioporphyrin nur 4 Isomere moglich, so waren es fiir Pyrroporphyrin 
schon deren 24 und fiir Phylloporphyrin sogar 96 (50). Gliicklicherweise 
waren Anhaltspunkte dafiir vorhanden, daB von den vielen moglichen 
Isomeren nur wenige als die wahrscheinlichsten in Betracht kommen 
konnten. So ist die Synthese der Chlorophyll-porphyrine fast mit der 
analytischen Konstitutionsermittlung einhergegangen. 

Fiir die Auswahl der moglichen Isomeren war vor allem wegleitend, 
daB es mit geschickten Substitutionsreaktionen gelang, Pyrroporphyrin 
in die bereits bekannte Porphin-monopropionsaure III (52) sowie in 
Mesoporphyrin III {66) aus Hamin uberzufiihren. Dadurch war die weit- 
gehend gleichartige Anordnung der Substituenten der Pyrrolkerne im 
Hamin und im Chlorophyll auch experimentell gestiitzt. 

In der Reihe der Totalsynthesen identifizierten H. Fischer, A. Schor- 
MULLER und H. Berg (56) die synthetischen Abkommlinge des Atiopor- 
phyrins III mit naturlichem Pyrroatioporphyrin, Pyrroporphyrin und 
Rhodoporphyrin und H. Fischer und H. Helberger (5^) das ring-synthe- 
tisch gewonnene y-Me thyl-pyrroporphyrin mit naturlichem Phylloporphyrin 
sowie dessen synthetische carboxylfreie Stammsubstanz mit Phyllo-atiopor- 
phyrin. In der Folge fuhrten H. Fischer und J. Riedmair (69) die Synthese 
des. Desoxo-phylloerythrins durch. H. Fischer, W. Siedel und L. le 
Thierry d’Ennequin {80) vervollstandigten die Identifizierung des natiir- 
lichen Phylloporphyrins durch die Synthese und den Vergleich aller vier 
Isomeren, die in bezug auf die Stellung der charakteristischen y-Methyl- 
grupp)e moglich sind. Es wiirde im Rahmen dieses Aufsatzes zu weit fiihren, 
diese interessanten und schonen Synthesen alle im einzelnen zu beschreiben 
(vgl. femer 61,70). Es sei indessen am Beispiel der Synthese des Desoxo- 
phyUoerythrins der kiinstliche Aufbau eines Porphyrins kurz erlautert. 

Porphyrinsynthesen werden nach den von H. Fischer und Mitar¬ 
beitem (vgl. J59) geschaffenen Methoden ungefahr wie folgt durchgefiihrt: 
Man gewinnt zuerst, gewohnlich ring-synthetisch, substituierte Pyrrole 

Forticbriite d. Cbem. oarg. Natunt. I. 
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und verwandelt sie zumeist in substituierte Pyrrol-<x-aldehyde oder 
P5Trol-<x-brommethylverbindungen. Mit einem anderen substituierten 
P3nrrol, das mindestens eine freie a-Stellung aufweisen muB, wird in der 
Regel unter der Einwirkung von Bromwasserstoffsaure in Eisessig zu 
einem Dip5nTylmethen-bromhydrat, mitunter aber auch zu einem Di- 
pyrrylmethan kondensiert. Dipyrrylmethane lassen sich in Dipyrryl- 
methene iiberfiihren. Dipyrrylmethene, die in a'-Stellung eine CH3- 
Gruppe Oder eine COOC2H5-Gruppe usw. tragen, sind dann ihrerseits 
unter dem pinflufi von konzentrierter Schwefelsaure, Bemsteinsaure, 
Brenzweinsaure imd anderen Sauren oder auch schon durch bloBes 
Erhitzen befahigt, mit anderen Dipyrrylmethenen, die in a'*Stellung Br 
oder die Gruppe —CH2Br besitzen, zu reagieren und HBr bzw. HBr und 
Alkohol abzuspalten. Wahlt man die beiden Dipyrrylmethene so, daB 
ihre beiden a'-Stellungen unter Bildung je einer Methinbriicke (—CH ==) 
zu reagieren vermogen, so entstehen Porphyrine. 
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Im Falle des Desoxo-phylloerythrins (69,79) diente zur Synthese 
als Ausgangsmaterial einerseits 2-Formyl-3-bromvinyb4-methyl-5-carbon- 
sSlurepyrrol (Formel I), das mit Hamopyrrol-carbonsaure (II) zu 




Chlorophyll 


179 


3-Brom vinyl - 3'-propionsaure - 4,4', 5' - trimethyl - 5 - carbonsSure - pyrrome- 
then-bromhydrat (fll) kondensiert wurde und anderseits das aiis Krypto- 
pyrrol mit 2V2 Mol Brom in Eisessig direkt entstehende „bromierte 
Kryptopyrrolmethen V* (IV), dessen rationelle Bezeichnung 5-Brom- 
4 , 3 '-dimethyl- 5 '-brom-methyl“ 3 , 4 '“diathybpyiTomethen-bromhydrat ist. 

Die beiden Methene (Formeln III und IV) geben, vermischt und kurz 
erhitzt, unter Dehydrierung und Kondensation zum Porphin, das ge- 
wunschte Desoxo-phylloerythrin, und dieses hat sich in alien Einzelheiten 
als identisch erwiesen mit Praparaten, die durch Abbau natiirlichen Aus- 
gangsmaterials gewonnen waren. 

Die Identitatsbestimmung der hdheren Chlorophyllderivate, der Por- 
phyrine, Chlorine, Rhodine, Phorbide usw., zieht zum Vergleich auBer 
den physikalischen Daten wie Loslichkeit, Kristallform, Farbe, Spektrum 
und Fluoreszenz auch die Salzs^urezahl, die pn-Zahl (253) und insbesondere 
die Bestimmung der Ester-Mischschmelzpunkte heran, Letztere hat sich 
als zuverlassiges Kriterium besonders bei isomeren Verbindungen, die auf 
andere Weise nicht voneinander zu unterscheiden waren, bewahrt. 

B. Die Allomerisation und die Purpurine. 

Die im folgenden referierten Arbeiten betreffen weniger die Konsti- 
tutionsermittlung des Chlorophylls als die Erklarung der Allomerisation 
als Oxydationsvorgang und damit die Feststellung eines sehr beweglichen 
Wasserstoffatoms am Kohlenstoffatom C^qj. 

Aus den Untersuchungen von R. Willstatter und seinen Mitarbeitem 
war bekannt, daB besonders athylalkoholische Losungen des Chlorophylls 
und seiner nachsten Abkommlinge leicht einer Umwandlung unterhegen, 
durch welche die „braune Phase" verlorengeht. Diese Veranderung des 
Chlorophylls ist als „Allomerisation" bezeichnet worden. Allomerisierte 
Produkte sind leichter Idslich und lassen sich nur mit groBter Muhe rein 
erhalten und kristallisieren; sie liefem bei der alkalischen Verseifung un* 
einheitliche Spaltprodukte, in denen schw^cher basische und unstabile 
Chlorine und Rhodine iiberwiegen. Ein Farbumschlag der schwach 
basischen Chlorine in rote Verbindungen ist schon von R. Willstatter 
beobachtet, aber nicht n^er untersucht worden. 

Allomerisationsvorgange haben die Untersuchungen des natiirlichen 
Chlorophylls oftmals kompliziert und gehemmt. Man lemte zwar, diese 
anfangs ratseihafte Erscheinung durch Zusatze kleinster Mengen S&ure 
(305, dort S. 149) Oder durch Reduktionsmittel {244) hintanzuhalten, wo- 
durch die Darstellung der normalen Chlorophyllderivate an Sicherheit 
gewann. Aber erst die absichtliche, rasche und vollstandige Herbei- 
ftihrung der Allomerisation durch Oxydationsmittel, wie Chinon, Jod 
u. dgl., zeigte, daB es sich bei den Allomerisationsvorgangen um Oxy- 
dationen handeln muBte. 
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H. Fischer und seine Mitarbeiter haben nun auch allomerisierte 
Chlorophyllderivate der Behandlung mit Jodwasserstoff in Eisessig unter- 
worfen und eine Reihe neuer Porphyrine dargestellt. Sowohl die durch 
langes Stehenlassen in alkoholischer Losung wie die durch Chinon oder 
Jod in diesem Medium allomerisierten Pra.parate von Chlorophyll a oder die 
durch Behandlung mit Luftsauerstoff, Chinon oder Jod in Eisessig 
allomerisierten Phaophorbide a lieferten bei der Umsetzung mit Jod¬ 
wasserstoff saure in Eisessig je nach den spezielleren Versuchsbedingungen 
ein Phdoporphyrifi ein Neo-phdoporphyrin oder ein Phdoporphyrin 

{73,74,82,83,85). 

.Es stellte sich heraus, daB aus alien Ausgangsmaterialien in saurem 
Medium zunachst Neo-phaoporphyrin a* gebildet wird, das durch Hydro¬ 
lyse in Phaoporphyrin a^ iibergehen kann. Wird das letztere verestert 
und der Ester verseift, so entsteht nicht wieder Phaoporphyrin di^, sondern 
ein neues Allo-phdoporphyrin das anderseits aus Neo-phaoporphyrin a^ 
unter der Einwirkung von Alkalien direkt entstehen • kann. 

Licht in diese komplizierten V.erhaltnisse brachten Versuche, in denen 
es gelang, Phaoporphyrin a, aus Chloroporphyrin e^ liber ein Ckloro- 
porphyrin CT-lacton darzustellen (86) und ein Sauerstoffatom an C(io) 
durch tfberfiihrung in Chloroporphyrin e^ zu beweisen. Das Phaopor¬ 
phyrin a^j konnte anderseits direkt aus dem inzwischen kristallisierten 
allomerisierten Phaophorbid a (<^<^) dargestellt werden, und schlieBlich ge- 
lang es, Phaoporphyrin ag unmittelbar in Phaoporphyrin a# wie auch in 
Neo-phaoporph5Tin a^ uberzuftihren (92). 

Damit waren die Bildungsweisen und Zusammenhange der neuen Ver- 
bindungen geklart und es lieBen sich unter Einbeziehung der im einzelnen 
hier nicht besprochenen Eigenschaften der neuen Porphyrine die in der 
Tabelle 4 stehenden Formelbilder geben (92, 97). 

Aus ihnen folgt, daB die AUomerisation und der damit verbundene 
Verlust der braimen Phase stets gebunden ist an eine Oxydation, namlich 
an den Ersatz des im Phaoporphyrin a^ an C(io) befindlichen Wasserstoff- 
atoms durch eine Hydroxyl- oder Alkoxylgruppe. Auf die daraus zu 
ziehenden Schlusse kommen wir noch zuriick. 

Schon vor Beginn der Untersuchungen H. Fischers liber die AUo- 
merisation und die braune Phase haben sich J. B. Conant und seine Mit¬ 
arbeiter mit diesen und anderen Fragen auf dem Chlorophyllgebiet be- 
schaftigt (jj bis 19, spatere Arbeiten bis 27). Ihre Versuche fiber den Ver- 
lauf der Phasenprobe (jj) ergaben folgendes: Wurden Methylpbaophor- 
bid a, Phaophorbid a oder auch Chlorin ee'frim^fliyi^ster der kurzen Ver- 
seifung mit konzentrierter methylalkoholischer Lauge in der Hitze unter- 
worfen, so entstand in alien Fallen Chlorin e^. Wurde unter sonst gleichen 
Versuchsbedingungen das Methanol durch Athanol ersetzt oder die Ver- 
suchstemperatur emiedrigt, so bildete sich ein Gemisch schwachbasischer 
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Tabelle 4. Zusammenhange zwischen Porphyrinen aus allomerisiertera 
Chlorophyll a und Chloroporphyrinen. 
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Chlorine, die sjiontan in eine neue, methoxyJfreie Verbindung, Phdo- 
purpurin i8^ dbergingen. 

Fiihrte man die Versuche statt mit Phorbiden a oder Chlorin e^-tri- 
methylester nun mit der Phasenprobe unterworfenem Chlorophyll a oder 
mit allomerisiertem Chlorophyll a aus (14), so wurde nicht Ph^opur- 
purin 18, sondem ein Phdopurpurin 7 erhalten, das noch ein Methoxyl 
enthielt, und als <%-Ketosaure definiert werden konnte. 

Von J. B. CoNANT imd seinen Mitarbeitem wurde in quantitativen 
Versuchen festgestellt, dafl die Allomerisation des Chlorophylls eine 
Oxydation ist (j 6). Sie war bei Chlorophyll a ebehso wie hei Methyl* 
phaophorbid a auch mittels Kaliummolybdan-cyanid moglich und er- 
forderte davon 2 Aquivalente, was einem Atom Sauerstoff entspricht. Es 
entstanden dabei ebenfalls die instabilen griinen Chlorine, die sich weiter 
in rote Purpurine verwandelten. In einer folgenden Arbeit [ly) wurde der 
Sauerstoffverbrauch bei der langsamen Verseifung direkt gemessen. Er 
betrug bei Methylphaophorbid a etwa i Mol, bei Chlorin ej-trimethyl- 
ester etwas weniger. Auch bei diesen Versuchen entstanden fiber die 
Stufe der instabilen Chlorine die Purpurine. Anderseits konnte gezeigt 
werden, dafi bei Verseifungen mit Natriumstannit in Stickstoffatmosphare 
keine Purpurinbildung, also keine Oxydation stattfindet. 

Spatere Untersuchungen (25) ergaben, daB der Obergang der instabilen 
Chlorine in Phaopurpurin 18 unter Oxydation und Abspaltung eines Mols 
COj erfolgt und daB sowohl Phaopurpurin 18 als auch das inzwischen von 
H. Fischer und Mitarbeitem dargestellte Rhodoporphyrin-y-carbonsaure- 
anhydrid als wirkliche Dicarbonsaureanhydride aufzufassen sind. 

J. B. CoNANTs Befunde veranlaBten H. Fischer, sich an der Er- 
forschung der Struktur der Purpurine zu beteiligen (65, 67, 68) und sie 
schlieBlich weitgehend aufzukiaren. H. Fischer, W. Gottschaldt und 
G. Klebs (75) konnten zeigen, daB Phaopurpurin 18 (C88H3JO5N4) ein 
Derivat des Phaopurpurins 7 (C35H88O7N4) sein miisse. Phaopurpurin 18 
liefert mit Diazomethan einen Monomethylester. Verestert man hingegen 
eine Rohlosung von Phaopurpurin 18, so erhait man einen Trimethylester. 
Daraus konnte auf eine Anhydridbildung im Phaopurpurin 18 geschlossen 
werden. Weiter gelang unter den Bedingungen der Umwandlung griiner 
Verbindungen in Porph5nine, d. h. mit Jodwasserstoff in Eisessig, die 
Oberffihrung des Phaopurpurins 18 in Rhodoporphyrin und Rhodo- 
porphyrin-y-carbonsaure-anhydrid; letzteres ist aus Rhodoporphyrin^- 
carbonsdure leicht erhaltlich und ein in Losung griines Porphyrin. Mit 
hydrolysierenden Agenzien entstand aus Phaopurpurin 18 ein neues 
Chlorin p^, dessen Trimethylester wiederum in Rhodoporphyrin-y- 
carbonsaure iiberfiihrt werden konnte. 

^ Die Ziffer „i8" bedeutet, daB dieses Phaopurpurin die Salzsaurezahl 18 besitzt, 
also „schwachbasisch** ist. 
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Aus diesen und weiteren Versuchen, auf deren Schilderung hier ver- 
zichtet werden mu6, konnte geschlossen werden, daB Phaopurpurin 18 
und Chlorin p« die Struktur des Rhodoporphyrin-y-carbonsaure*anhydrids 
hinsichtlich ihrer reaktionsfahigen Seitenketten besitzen miissen. Ihr 
C-, 0 “ und N-Gehalt war derselbe, ihr Verhalten bei der Hydrolyse und 
der Esterbildung gleichartig. Aus den genetischen Zusammenhangen war 
zu folgem, daB Phaopurpurin 18 der Reihe der griinen Verbindungen, 
Rhodoporphyrin-y-carbonsaure-anhydrid aber der Reihe der Porphyrine 
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TJabelle 5. Die Phaopurpurine und ihre Derivate. 

/ .... _ \ ^ 


i'in 

\ 


..N N„ 


H3C- 


CHjs 


CH, 


C -0 

I 


1\ w 

I H 

COOH 


* COOCHa 

I 

COOH 

Phaopurpurin 7.^ 



>=N N 


CH3 H3C-4 


CH. 


COOH 

Phaopurpurin 18. 




y 


CH 

H 


i H 

COOCH, 


COOCH3 

Phaop\jrpurin iS-trimetbylestei. 




\ N K-/ 

/ I. il \ 


'h 


CH, C C H 

'.\ /\ 


CH, 0 O 

I 


o 


COOCH, 

Phaopurpurin 18-uionoinelhylester. 


)>_.N N-f 
H,C-< ,^CH 


, N « 

CH, COOHi H 
I COOH 

CH, 

COOH 

Chlorin P|. 


HX- 




._.N N—/ 

! \ 


-CH,H,cX i 


\..,N NiX 

' >—CH 


CH, C C 

I IK /\ 

CH, O O O 


j,„ COOH I 
I » COOH 

CH, 


COOH COOH 

Rhodoporphyrin-y-carl'onsaure'anhydiid. Rhodoporphyrin-ycarbonsaure. 


1 Dieser Formuliening wird heute eine zweite gegentibergestellt; vgl. die Aus- 
fiihrungen auf S. 209 dieses Aufsatzes sowie die Originalliteratur; H. Fischer und 
W. Lautsch (129) sowie H. Fischer und K. Kahr (r^j). 







z84 


A. Stoll iind E. Wiedemann 


angehoren muB. Die Zwischenstellung des neuen Chlorins p, blieb zu- 
nachst ungekiart. Dagegen war schon von J. B. Conant ermittelt 
worden, daB Phaopurpurin 7 ein Monomethylester ist, der durch Hydro¬ 
lyse in Phaopurpurin 18 iibergehen kann. So ergeben sich dann hinsicht- 
lich der Purpurine die Formelbilder imd Zusammenhange der Tabelle 5. 

Die nahen Beziehimgen der in denTabellen4 (S. 181) unds (S. 183) mit 
Strukturformeln wiedergegebenen neuen Chlorophyllderivate treten deut- 
lich hervor. Beide Reihen leiten sich von allomerisiertem Chlorophyll a 
ab und enthalten an C^q) wesentlichen Bestandteil Sauerstoff, dessen 
Aufnahme bei der Bildung der unstabilen Chlorine bzw. Purpurine von 
C. C. Steele (17) direkt gemessen worden war. 

Die analogen Umsetzungen in der Reihe des Chlorophylls b sind spater 
von H. Fischer und K. Bauer (121) beschrieben worden. 

HI. Ergebnisse der Jahre 1932 bis Mitte 1938. 

A. Einleitung. 

Wir treten nun in die eigentliche Berichtsperiode ein und folgen aus- 
fiihrlicher der Entwicklung, welche die Chlorophyllchemie in den Jahren 
1932 bis Mitte 1938 genommen hat, ausgehend vom Studium der genuinen 
griinen Verbindungen der Reihe des Chlorophylls a bis zur Ermittlung 
der Konstitutionsformeln der Chlorophylle a und b selbst. 

Das ganz analoge Verhalten der Phaophorbide a und ihrer nachsten 
Abkommlinge einerseits und des Phaoporph5nins a^ und seiner Derivate 
anderseits lieB auf konstitutionelle Gleichartigkeit schlieBen. Obwohl aus 
den Versuchen iiber die Bildung synthetischer Chlorine der SchluB nahe- 
lag, daB der Unterschied zwischen den griinen Phorbiden und Chlorinen 
einerseits und den roten Porphyrinen anderseits nur im Wasserstoffgehalt 
bestiinde, standen einer Verallgemeinerung dieser Auffassung zun^chst 
noch gewichtige Argumente im Wege. Man hatte, wie bereits erwSLhnt, 
in Philophorbid a ein Sauerstoffatom mehr als in Phaoporphyrin ag ge- 
funden und analog in Chlorin e® ein Sauerstoffatom mehr als in Chloro- 
porphyrin e^. Wahrend man in Phaoporphyrin ag eine Carbonylgruppe 
hatte nachweisen konnen, war es noch nicht gelimgen, diesen Nachweis 
auch fur Phaophorbid a zu erbringen(67). Der iibrigens zu Recht ver- 
mutete Parallelismus der griinen und roten Verbindungen war gestort. 
Es schienen mit dem tFbergang in die Porphyrine auBer einer Anderung 
im Wasserstoffgehalt noch andere Umwandlimgen einherzugehen. 
H. Fischer formulierte zwar trotz des widersprechenden analytischen 
Befundes auch in Phaophorbid a, wie in Phaoporph)nin aj, die Catbonyl- 
gruppe in nahm aber in Phaophorbid a, um den Analysenergebnissen 
gerecht zu werden, an C^^j eine Hydroxylgruppe an (65). Auch J, B. 
Conant schrieb in seinen Chlorophyllformeln eine sekundare Hydroxyl- 
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gruppe an C^q) (j6, ig, 20), Die Annahme einer alkoholischen Hydroxyl- 
gruppe in Chlorophyll a muBte auf Gnind der nun folgenden analytischen 
Oberpriifung fallen gelassen werden. 

B. Emeute Pnifung der Bruttoformeln von Chlorophyll a und b 
und ihren ersten Dcrivaten. 

Orientierende Versuche iiber die braune Phase gaben A. Stoll und 
E. Wiedemann Veranlassung, die oben erwaiinte Diskrepanz im Satier- 
stoffgehaU einer Pnifung zu unterziehen. Chlorophyll a und b, Phaophor- 
bid a und b, Chlorin e und Rhodin g und einige andere Derivate wurden 
zumeist naeh den Vorschriften des Chlorophyllbuches (505) so sorgfaltig 
als moglich isoliert und analysiert. Diese Untersuchung (2^5, 242) ergab 
die ausnahmslose Bestatigung der von R. Willstatter und A. Stoll 
aufgestellten, um ein Atom Sauerstoff armeren Bruttoformeln. Damit 
war bewiesen, daB Chlorophyll a und die Phaophorbide a nicht 6, sondern 
nur 5 Sauerstoffatome enthalten und daB dem Chlorin nicht 7, sondem 
nur 6 Sauerstoffatome zukommen. Analog konnte fiir die Reihe des 
Chlorophylls b bestatigt werden, daB Chlorophyll b und die Phaophor¬ 
bide b 6 Sauerstoffatome enthalten und daB Rhodin deren 7 bcsitzt. 
Auch die Verbindungen der b-Reihe waren ntoilich von H. Fischer und 
von J. B. CONANT inzwischen mit je i Sauerstoffatom zuviel geschrieben 
worden (76, Jp, 20). 

Die neuerliche Reindarstellung der Chlorophylle a und b bot Gelegen- 
heit, auch die Beschreibung der physikalischen Eigenschaften, insbesondere 
der Lichtabsorption, gegeniiber den 20 Jahre alteren Angaben des Chloro¬ 
phyllbuches zu erganzen, womit zugleich gezeigt werden konnte, daB das 
Verfahren der Komponententrennung nach R. Willstatter und A. Stoll 
bei zweckentsprechender Ausiibung zur Darstellung auch der spektro- 
skopisch reinen Komponenten a und h geeignet ist. 

A. Winterstein und G. Stein (jog) haben demgegeniiber in einer im 
Laboratorium von R. Kuhn in Heidelberg ausgefiihrten Arbeit angegeben, 
daB die Chlorophyll b-Praparate von R. Willstatter und A. Stoll noch 
mindestens 10% der a-Komponente enthalten und daB es nur vermittels 
der von M. Tswett angegebenen Methode der chromatographischen Ad¬ 
sorption moglich sei, ganz reine Chlorophyllkomponenten herzustellen. 
Die Autoren verwiesen dabei auf die Messungen und Bildwiedergaben der 
Spektren im Chlorophyllbuch. Dazu ist zu bemerken, daB die Einheitlich- 
keitder im Chlorophyllbuch beschriebenen Substanzen durch die empfind- 
liche Spaltungsprobe (siehe S. 163) uberpriift war. Die in den Spektren 
des Chlorophylls b dargestellte Absorptionsbande im auBeren Rot, die 
von Spuren beigemischten Chlorophylls a herriihrt, ist sowohl in der 
Zeichnung, wie in der photographischen Tafel absichtlich iibertrieben 
stark dargestellt, um sie deutlich sichtbar zu machen. Man darf daraus 




i86 


A. Stoll und £. Wibdbmann 


nicht auf den prozentualen Gehalt der Pr^parate an Chlorophyll a schlieBen, 
wie es A. Winterstein und G. Stein getan haben. Die Kritik dieser 
Autoren war bei ihrem Erscheinen ubrigens bereits gegenstandslos ge- 
worden, da A. Stoll die Ungenauigkeit der im Chlorophyllbuch dar- 
gestellten Spektren des Chlorophylls b schon korrigiert hatte (2^9, dort 
Tafel V gegeniiber S. 38; 244). 

H. Fischer und G. Spielberger haben die einheitlichen Athyl- 
phaophorbide durch Einfiihrung von Magnesium in die Athylchloro- 
phyllide a und b iibergefiihrt (vgl. S. 213) und diese erstmals dargestellt 
(95, 96, J02). Indem sie sich auf die erwahnten Angaben von A. Winter¬ 
stein und G. Stein (309) beriefen, auBerten sie die Ansicht, daB die 
reinen Chlorophyll- und Chlorophyllidkomponenten nur fiber die Ad- 
sorptionsanalyse oder fiber die Partialsynthese durch Einffihrung des 
Magnesiums in einheitliche PhSLophorbide zuganglich seien. 

Wir haben Gelegenheit gehabt, alte Originalpraparate der Chlorophyll- 
und Methylchlorophyllidkomponenten a und b von R. Willstatter und 
A. Stoll mit neuen, sowohl nach Willstati'er und Stoll als auch mit 
der Methode von M. Tswett dargestellten Substanzen durch Spaltungs- 
probe und Chromatogramm zu vergleichen und festzustellen, daB auch die 
alten Praparate durchaus rein und einheitlich waren, so daB die Prioritat 
der ersten Reindarstellung der natiirlichen Chlorophylle a und b und der 
Methylchlorophyllide a und b, mit denen auch die ersten und richtigen 
Bruttoformeln ermittelt wurden, R. Willstatter imd seinen Schfilem 
zukommt. 

Die vielseitige Anwendung der Adsorptionsanalyse nach M. Tswett 
zur Trennung nahe verwandter Naturstoffe und zu deren Reinigung (jij) 
rechtfcrtigt an dieser Stelle die Erwahnung noch unveroffentlichter 
eigener Versuche zur vereinfachten Darstellung ganz reiner Chlorophyll- 
und Chlorophyllidkomponenten: Wir bereiten zunachst nach den be- 
kannten Methoden des Chlorophyllbuches das Gemisch der reinen Kom- 
ponenten ah und zerlegen ^eses nach R. Willstatter und A, Stoll 
(297) unter Mitverarbeitung der Mittelfraktion in 80—Qoproz. Kompo- 
nenten. Die noch 10—20% von der anderen Komponente enthaltenden 
Praparate werden dann der Adsorptionsanalyse unterworfen und man 
erhait so in zwei einfachen Arbeitsgangen und unter Vermeidung 
von Verlusten PrSlparate von so hoher Reinheit der Komponenten, 
wie sie zur Bestimmung physikalischer Konstanten notig waren.^ 
Die annahemde Trennung in die Komponenten gelingt einfacher und 
schneller nach R. Willstatter und A. Stoll, die Abtrennung der 
letzten Reste der anderen Komponente leichter durch die Adsorptions¬ 
analyse. 


* Z. B. (161) \ vgl. auch Oh. Dh6r:6 und Mitarbeiter (29— 35). 
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C. Ermittlung der Struktur des isozyklischen Seitenringes 
in Chlorophyll a. 

Durch die emeute Feststellung von nur 5 Sauerstoffatomen in Chloro¬ 
phyll a und Phaophorbid a war das zeitweise am Kohlenstoffatom 
angenommene Sauerstoffatom zu streichen. Die Beziehungen zwischen 
Phaophorbid a und Phaoporphyrin ag erschienen sehr eng, bis durch Be- 
funde von A. Stoll und E. Wiedemann eine neue Verschiedenheit 
zwischen den griinen und den roten Verbindungen aufzutreten schien. 
Diese Autoren konnten Phaophorbid a und Methylphaophorbid a in 
Benzoylderivate uberfiihren und haben deshalb an Stelle der Carbonyl- 
gruppe des Phaoporphyrins ag in den Phaophorbiden voriibergehend eine 
sekundare Alkoholgruppe angenommen {244), Sie hatten diese Auf- 
fassung zu berichtigen, als sie bald darauf zeigen konnten, daB die Phaq- 
phorbide a nicht nur Benzoylverbindungen, sondeni auch genau de- 
finierte Oxime zu bilden vermogen {245), Damit war festgestellt, daB in 
den Phaophorbiden a und in Chlorophyll a, und zwar im isozyklischen 
Seitenring, die tautomer reagierendc Acetessigester-Gruppierung 

! / 

CH—C 

I 

; 

COOCHs 

vorhanden ist. Mit dieser Formulierung stehen alle experimentellen Be- 
funde im Einklang, und komplizierte Erscheinungen, wic z. B. der Ablauf 
der ,,braunen Phase“ (vgl. S. i64ff., 201 f.), lassen sich damit erklaren. 

H. Fischer hatte die Formulierung eines Carbonyls im isozyklischen 
Seitenring schon vor ihrcr experimentellen Sicherstellung als die wahr- 
scheinlichstc vorgeschlagen (J55) und cr bestatigte sie experimentell. Fiir 
ihn war die Beobachtung wegleitend geblieben, daB die Phaophorbide a 
bei langer dauernder Einwirkung von Diazomethan in den Trimethylester 
des Chlorins eg iibergehen {88). Dieser Vorgang war als Methanolyse des 
isozyklischen Seitenringes aufgefaBt worden und hatte die Annahme eines 
Carbonyls in diesem zur Voraussetzung. Die fiir Phaoporphyrin ag 
charaktcristische und gut bewiesene Struktur des isozyklischen Seiten¬ 
ringes ist somit auch dem Chlorophyll a eigen und die nahe Verwandt- 
schaft der beiden Verbindungen bewiesen. Often blieb indessen die Frage, 
wodurch sich die griinen von den roten Verbindungen dennoch unter- 
scheiden. 


C 

I 

C^->0CH3 


D. Die Substituenten von Chlorophyll b. 

Sobald erwiesen war, daB das naturliche Chlorophyll aus 2 Kompo- 
nenten bestehe, war auf Grund der Gleichartigkeit ihrer Eigenschaften 
zu erwarten, daB Chlorophyll a und b konstitutionell nur wenig von- 
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einander verschieden sein kdnnen. Der Alkaliabbau hat denn auch bei 
beiden Komponenten die gleichen Porphyrine ergeben (vgl. S. 169) und 
eine weitgehende Analogic in ihrem Kohlenstoffgeriist erkenneli lassen. 
Schon R. WiLLSTATTER erblickte den Unterschied allein darin, dafi er im 
Chlorophyll b i Sauerstoffatom mit Carbonylfunktion an der Stelle von 
2 Wasserstof fat omen des Chlorophylls a annahm imd behielt damit recht. 
Der augenfallige Gegensatz im Farbumschlag bei der ,,braunen Phase*', 
in Gelb bei Chlorophyll a, Tiefrot bei der Komponente b, hatte immerhin 
auf Verschiedenheiten im isozyklischen Seitenring, wo sich die Vorgange 
der „braunen Phase" abspielen, hinweisen konnen. Die beiden Kom¬ 
ponenten sind aber gerade in diesem dem labilsten Teil des Molekiils 
gleich gebautt wie im folgenden gezeigt wird. 


j. Der isozyklische Seitenring. 

Nachdem sich die Ubcrfiihrung der Chlorophyllderivate in Porphyrine 
mit Jodwasserstoff in Eisessig fiir die Aufklarung der Feinstruktur des 
Chlorophylls a so erfolgreich erwiesen hatte, lag es auf der Hand, diese 
Reaktion auf Chlorophyll b und seine nachsten Abkommlinge zu iiber- 
tragen. 

Tabelle 6. Offnung und SchlieBung des isozyklischen Seitenringes. 


Phdophotbid a 
^CQOH 

(Ca,H3,N,)-C=0 

CH ~ COOCH. 


CMorin 
COOH 

(±H,0, TCH ,) (C«,H„N,)-COOH 

^CH,—COOH 


4- 

Phdoporphyrin 

COOH 

(C3oH3iNJ^C=0 

CH—COOCH 3 


CMoroporphyrin 

COOH 

H,0, Jf C H,) (CaiHjiN,)- COOH 

CH,—COOH 


Phdophorbid b 


Rhodin gy 


COOH 

(C3„h„on,)^c=o (±h,o.Tch7 

CH—COOCH, 


COOH 

(CaoH^ON^l^COOH 

^CHj—COOH 


Phdoporphyrin b^ 
COOH 

(C, 3 H, 30 NJ^C =0 

^CH -COOCHg 




Rhodinporphyrin gy 
COOH 

-► / 

(± H 3 Q , TCH 3 ) (C3oH,30N4)-COOH 

^CH,-~COOH 
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O. Warburg und W. Christian haben als erste (274) diese Methode 
der Porphyrinbildung auf Phaophorbid b angewendet und so ein Por¬ 
phyrin erhalten, das 6 Sauerstoffatome besitzt und nach O. Warburg 
und E. Negelein (275) zwei Carboxylgruppen sowie eine Ketogruppe 
aufweist. H. Fischer und Mitarbeiter haben dieses Porphyrin rnit Phdo- 
porphyrin \ bezeichnet {84). In Analogic zu dem Obergang von Phao- 
porphyrin ag in Chloroporphyrin Cg haben sodann A. Stoll und E. Wiede¬ 
mann gefunden, daB sich dieses Phaoporphyrin bg in ein Rhodinpor- 
phyrin gy uberfiihren laBt {237, 241), eine Beobachtung, die von 
H. Fischer, A. Hendschel und L. Nussler {87) zuerst eingehend ex- 
perimentell gestiitzt wurde. In weiterer Analogic zur Reihe des Chloro¬ 
phylls a konnten diese Autoren sodann Rhodinporphyrin g^ aus Rhodin g, 
darstellen und schlieBlich die Riickvcrwandlung des Rhodinporph3Tin.s gy 
in Phaoporphyrin bg vollziehen. 

Die Gleichartigkcit dieser Umsetzungen in beiden Reihen des Chloro¬ 
phylls veranschaulicht die nebcnstehende Tabelle 6. 

Fiir die a-Reihe des Chlorophylls sind die durch horizon tale Pfeilc 
bezeichneten Umsetzungen als Umwandlungen am isozyklischen Seiten- 
ring erkannt und als reversible hydrolytische Spaltung dcsselben definiert 
worden: 
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Die Gleichartigkcit im Verhalten der entsprechenden Verbindungen 
der b-Reihe des Chlorophylls stiitzte die Annahme, daB der isozyklische 
Seitenring auch dem Chlorophyll b eigen ist (87). 


2, Das dem Chlorophyll h eigentiimliche Carbonyl. 

Die Annahme des isozyklischen Seitenringes in Chlorophyll b hatte 
zur Voraussetzung, daB Chlorophyll b zwei Carbonyle besitzen miisse: 
eines im isozyklischen Seitenring, und ein zweites, durch das sich Chloro¬ 
phyll b von Chlorophyll a unterscheidet. 

Dieses letztere, dem Chlorophyll b eigentiimliche Carbonyl konnte 
durch Oximbildung leicht nachgewiesen werden: A. Stoll und E. Wiede¬ 
mann fanden, daB nicht nur die rotstichig braunen Phaophorbide b, 
sondem auch das bordeauxrote Rhodin g,, das den isozyklischen Seiten¬ 
ring nicht mehr enthalt, schon unter milden Bedingungen griine 
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Monoxime zu bilden vermogen {23^,240). Dieser Refund ist .von 
H, Fischer, St. Breetner, A. Hendschel und L. Nussler bestatigt 
worden {84). 

Fiir den direkten Nachweis der Gleichartigkeit des isozyklischen 
Seitenrings in Chlorophyll b wie in Chlorophyll a sowie zur naheren 
Charakterisierung der reaktionsfahigen Gruppen im Chlorophyll b haben 
A. Stoll und E. Wiedemann {246) Dioxime def Phaophorbide b dar- 
gestellt und gezeigt, daB bei den Phaophorbiden b zunachst das der 
b-Reihe eigentiimliche Carbonyl (I) und erst dann das Carbonyl (II) des 
isozyklischen Seitenrings in Reaktion tritt. Diese Ergebnisse, sowie die 
der partiellen und totalen Verseifung, sind in der nachstehenden Tabelle 7 
aufgefiihrt: 


Tabelle 7. Die Oxime der Phaophorbide b und des Rhodins g,. 


Methylphdophorbid b — 

CH =0 

/COOCH3 

(CjgHjgNi) Q 

\i 

CH—COOCHj 


Methylphdophorhid h- 
Monoxim I 

CH=N—OH 
/^COOCHj 


Methylphdophorbid b- 
Dioxim 


/ 


CH=N~OH 

COOCH, 


Phdophorbid b 
CH =0 
/ COOH 

(C„H„N,)^C=0 

\l 

CH—COOCH, 

I 

4 

Rhodin 

CH =:0 
COOK 


\ I 

CH—COOCH^ 

1 

► Phdophorbid b~Monoxim I • 
CH=:N—OH 
COOH 


\i 


(c„h„N4): 




COOH 
CH.—COOH 


CH—COOCH, 


► Rhodin g^-Oxim 

^CH=N—OH 

4 cooh 

(C„h,8N4):1 

V t» S8 *';-coOH 

^CH,—COOH 


(^*91^18^4) N—OH 

CH—COOCH 3 

I 

- ■> Phdophorbid b-Dioxim 
CH=:N—OH 

/qooyl 

(C,jH 88 N 4 ) N—OH 

\l 

CH—COOCH 3 

I 

I 

Phdophorbid b-Monoxim II 
CH =0 

/coon 

(Ct*H,8N4) n-«.OH 

\l 

CH—COOCH3 

i 

Phdophorbid b 
CH =»0 
/cOOH 

\l 

CH—COOCH, 
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Damit war in Chlorophyll b die Anwesenheit zweier Carhonyle bewiesen: 
eines (I) ist der b-Reihe des Chlorophylls eigentiimlich, das zweite (TI) 
liegt, wie bei Chlorophyll a, in Form einer enolisierbaren Ketogruppe vor 
und ist Bestandteil des isozyklischen Seitenrings. Die weiter^ Unter- 
suchung betraf das Carbonyl I, wobei entschieden werden sollte, ob es 
Keto- Oder Aldehydnatur besitzt und an welchem Ort es sich im Chloro¬ 
phyll b befindet. 

H. Fischer und seine Mitarbeiter haben in ihren ersten drei Mit- 
teilungen iiber Chlorophyll b (76, 84, 87) das Carbonyl I als Ketogruppe 
in der Propionsaure-Seitenkette formuliert. Diese Auffassung mubte, 
ebenso wie die friiheren Annahmen von J. B. Conant (ig) (Ketogruppe 
im Porphyrinring) und von A. Stoll und E. Wiedemann (240) (Keto¬ 
gruppe in der y-Seitenkette) wieder fallen gelassen werden, als die nun 
folgenden Experimentalbefunde erhoben werden konnten. 

Der naheliegende Versuch, Phaophorbid b-oxim I durch Cber- 
fiihrung in das Nitril und dessen Verseifung naher zu charakterisieren, 
ist an der Unverseifbarkeit des Nitrils gescheitert (106). Dagegen gelang 
H. Fischer und St. Breitner (g8) die Uberfuhrung des in Frage stehen- 
den Carbonyls in ein Carboxyl und damit seine Identifizierung. Die Auto- 
ren unterwarfen das Eisenkomplexsalz des Rhodinporphyrins g^ der von 
H. Fischer, J. Riedmair und J. Hasenkamp (91) entdeckten soge- 
nannten ,,Oxo-Reaktion“, die in der Einwirkung von Luftsauerstoff auf 
die in Eisessig und (rnit Jodphosphonium entf^rbter) Jodwasserstoff- 
saure geloste Substanzen besteht. Die dabei gebildete neue Verbindung 
ist im Gegensatz zu Rhodinporphyrin g, nicht mehr oximierbar; sie erwies 
sich als Tetracarbonsaure und erhielt entsprechend der Zahl ihrer Sauer- 
stoffatome den Namen Rhodinporphyrin gg. 

Die Bildung des neuen, vierten Carboxyls des Rhodinporphyrins gg 
im Laufe der ,,Oxo-Reaktion“ zeigte, daB das dem Chlorophyll b eigen- 
tiimliche Carbonyl I einer Aldehydgrnppe angehort; denn eine Keto¬ 
gruppe hatte bei ihrer oxydativen Umwandlung zum Carboxyl den Ver- 
lust von Kohlenstoff zur Folge gehabt, was nicht eingetreten ist. 

Die Aldehydnatur des fiir Chlorophyll b charakteristischen Car¬ 
bonyls I wird auch durch die Dberfuhrung von Phaoporphyrin bg in 
Phaoporphyrin ag belegt. H. Fischer und J. Grassl (106) haben Phao¬ 
porphyrin b, mit Palladium als Katalysator in Ameisensaure reduziert 
und erhielten so direkt Phaoporphyrin a^, das einwandfrei identifiziert 
worden ist. Ein zweites, gleichzeitig entstandenes Porphyrin lieB sich mit 
9-Oxy-desoxo-phaoporph)nin a5, das aus Phaoporph5Tin aj durch kata- 
lytische Hydrierung dargestellt war, identifizieren. 

0ber die Stellung der somit in Chlorophyll b nachgewiesenen Aldehyd- 
gruppe war zunachst noch nichts auszusagen, jedoch war auf Gnmd von 
tJberlegungen, auf die wir hier nicht eingehen konnen, ihr Ort in i-, 3-, 
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5- Oder 8-StelIung wahrscheinlicher als eine Bindung in Form einer 
—CHj-CHO-Gruppe in 2- Oder 4-Stellung. 

H. Fischer und St. Breitner (104) haben in sehr sinnvoller Weise 
die Stellung der Aldehydgruppe im Chlorophyll b festgestellt und gieich- 
zeitig bewiesen, daB sie ohne Zwischenglied, direkt an einem Pyrrolkern 
sitzt. Die Forscher gingen von der Arbeitshypothese aus, das im Rhodin- 
porphyrin gg aus der Aldehydgruppe neu gebildete Carboxyl sei ein 
Kem-carboxyl. Da im iibrigen fiir Rhodinporphyrin gg und Rh9din- 
porphyxin dieselben Substituenten anzunehmen waren, so muBte es 
gelingen, analog wie Rhodinporphyrin g, in Phaoporphyrin bg, das 
Rhodinporph5nin gg in ein neues Phaoporphyrin by umzuwandeln, dessen 
Charakteristikum wiederum eine Kem-carboxylgruppe ist. Die Entfemung 
dieser Kem-carboxylgruppe unter Reduktion des Carbonyls II (C^)) 
und Abspaltung des Carbomethoxyrestes (Cm^) fiihrt dann zu einem 
neuen Porphyrin mil freier /?-Stellung im Pyrrolkern, dem entsprechenden 
Desoxo-phylloerythrin. Die Identifizierung dieses Porphyrins mit einem 
der durch Synthese zuganglichen Desmethyl-desoxo^phylloerythrine 
ergibt einen schliissigen Beweis fur die Stellung der Aldehydgruppe in 
Chlorophyll b. 

Es gelang den Autoren, die ganze geschilderte Reaktionsfolge durch- 
zufuhren, die Zwischenprodukte zu charakterisieren und schlieBlich 
das zuletzt gebildete Desmethyl-desoxo-phylloerythrin mit dem von 
H. Fischer und W. Rose (109) synthetisierten 3-Desmethyl-desoxo- 
phylloerythrin in alien Einzelheiten, auch vermittels des Mischschmelz- 
punkts der Methylester zu identifizieren 

Diese Umsetzungen, welche die 3-Stellung der Aldehydgruppe im 
Chlorophyll b beweisen, seien durch nebenstehende Formelbilder 
illustriert. 

Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, daB ein Teil der entsprechenden 
Umsetzungeii in der Reihe der Phaophorbide, namlich die Oberfiihrung 
von Phaophorbid b in ein PhSlophorbid by und dessen Aufspaltung zu 
einem Rhodin gg von H. Fischer und W. Lautenschlager (12S) durch- 
geftihrt worden ist. Dagegen hat sich die Umwandlung von Phaophorbid b 
in Phaophorbid a nach A. Stoll und E. Wiedemann (2jg, 242) seither 
nicht reproduzieren lassen. 

£• Gemeinsame Merkmale der Struktur von Chlorophyll a und 

von Chlorophyll b. 

X. Die leichl hydfierbare Doppelbindung, 

Wie A. Stoll und E. Wiedemann {412, 238) zuerst fanden, besitzen 
die Chlorophylle a und b sowie die Phaophorbide a und b eine leicht hydrier- 
bare Doppelbindung. Sie gehen bei der katalytischen Hydrierung unter 

Portsebritte d. Chem. org. Naturst. 1. ^3 
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Aufnahme von 2 Wasserstoffatomen in wohldefinierte, durch Verschiebung 
der Absorptionsbanden nach dem kurzwelligeren Ende des Spektrums 
ausgezeichnete Dihydroverbindungen iiber. Daraus ging hervor, daB dem 
natiirlichen Chlorophyll und seinen nachsten Abkommlingen auBer den 
konjugierten Doppelbindungen des Porphin-Ringes, die seinen „aromati- 
schen** Charakter bedingen und die schwer hydrierbar sind, eine besonders 
hervortretende „uberzahlige** Doppelbindung eigen sein miisse. Sie wurde 
von A. Stoll und E. Wiedemann zunachst als Bestandteil eines der 
basischen Pyrrolkeme angenommen, da in diesen Kemen durch Ab- 
sattigung einer Doppelbindung die fiir Farbe und Spektrum wesentliche 
fortlaufende Konjugation der Doppelbindungen nicht unterbrochen 
werden muB. 

H. Fischer und E. Lakatos bestatigten die Hydrierbarkeit von Phao- 
phorbid a zu Dihydrophaophorbid a und zeigten auBerdem, daB Chlorin e, 
ganz analog in ein Dihydro-chlorin iibergefuhrt werden kann (<^9; Hy- 
drierung von Ph^ophorbid b: g4), Sie brachten den Experimentalbefund 
dadurch formelmSLBig zum Ausdruck, daB sie unter Verzicht auf die 
fortlaufende Konjugation der Doppelbindungen zwischen Pyrrolkern III 
und IV und unter Annahme von 4 —NH—Gruppen (an Stelle 
von 2 —NH— und 2 =N—Gruppen) in i-Stellung des Pyrrolkems I 
eine Kem-Methylengruppe schrieben. Diese Formulierung envies sich 
spSLter als unrichtig, ebenso wie die Annahme von A. Stoll und 
E, Wiedemann. Die heutige Chlorophyllformel enthalt zwar immer noch 
eine „uberzahlige“ Doppelbindung im Kern, die leicht hydrierbare Doppel¬ 
bindung liegt indessen auBerhalb desselben. 

Von J. B. Con ANT und J, F. Hyde {12) ist wohl zuerst angegeben 
worden, daB Chlorin e^ durch katalytische Hydrierung unter Aufnahme 
von etwa 4 Mol Wasserstoff in eine verbindung iiberfuhrbar ist, 
die sich bereits an der Luft zu Porphyrin dehydriert. H. Fischer und E. La¬ 
katos haben diesen Befund bestatigt (erwahnt in 8g) und ihm beigefiigt, 
daB auch Phaophorbid a nach Aufnahme von etwa 3 Mol Wasserstoff 
dasselbe Verhalten zeigt. A. Stoll und E. Wiedemann haben sodann 
festgestellt, daB das iiber die Dihydrostufe hinaus hydrierte Phaophorbid a 
durch Dehydrierung an der Luft in ein Porphyrin iibergeht, das sie zu¬ 
nachst fiir eine neue Substanz hielten und voriibergehend „Proto-phaopor- 
ph5nin a*‘ {237) nannten, bis sie fanden, daB es besonders reines Phao- 
porphyrin aj ist (245). Die uns bereits gelaufigen nahen Beziehungen 
zwischen Phaophorbid a und Phaoporphyrin a^ sind damit aufs neue 
bestatigt worden. 

Der stufenweise Gbergang von Phaophorbid a in Phaoporphyrin a^ 
vollzieht sich demnach tiber das griine Dihydro-phaophorbid a und eine 
Leukoverbindung, woraus hervorgeht, dafl sich Phaoporphyrin aj nicht 
von Phaophorbid a, sondem von Dih3^dro-phaophorbid a ableitet. Fiir 
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den Zusammenhang der griinen Verbindungen und der Porphyrine, die 
sich nur durch den Wasserstoffgehalt unterscheiden konnen, war dieser 
Refund nicht entscheidend. Quantitative Messungen der Hydrierung zu 
Leukoverbindungen und der darauf folgenden Dehydrierung zn Por- 
phyrinen fiihrten infolge von Nebenreaktionen nicht zu eindeutigen 
Resultaten, trotzdem beispielsweise die Umsetzung von Phaophorbid a 
zu PhS-oporphyrin ag eine Ausbeute von bis 70% d. Th. ergab {244). 
Dagegen gelang H. Fischer und K. Bub (131) die Kristallisation einer 
Leukoverbindung C35H42O5N4, welche an der Luft quantitativ in Phao- 
porphyrin ubergeht und von den Autoren als Phdoporphyrtnogen 
bezeichnet wurde. Die besprochene Reaktionsfolge kann durch das nach- 
stehende Schema veranschaulicht werden. 

Phaophorbid a-Dihydro-phaophorbid a -► 

(+H,) C„H 3 , 05 N 4 (+2H,) 

Phaoporj^yrinogen a^ — Phaoporphyrin aj 

^ 35 ^ 42 ^ 8^4 ^ ^ ^ 85 ^ 36 ^ 8^4 

In der Folge envies sich der Ener^ieinhalt bei calorimetrischen Be- 
stimmungen {213 — 213) von Phaophorbid a und Phaoporphyrin a^, oder 
von Chlorin e^ und Chloroporphyrin also der griinen und der ent- 
sprechenden roten Verbindung, gleich, was sehr fiir die gleiche. Anzahl 
Wasserstoffatome, also fiir Isomeric spricht, nachdem der gleiche C-, 
O- und N>Gehalt bereits seit Idngerer Zeit erwiesen war. 

Die Erkiarung fiir diese Isomerie wird uns durch zwei von H. Fischer 
und seinen Mitarbeitem entwickelte und ausgebaute Umsetzungen ge- 
geben, die ,,Oxo-Reaktion“ und die Behandlung mit Diazoessigester. 

a) Die Oxo-Reaktion. Diese Umsetzung ist so bezeichnet (91), 
weil durch sie eine Oxo-Gruppe gebildet wird und besteht im wesentlichen 
in einer Behandlung griiner Chlorophyllabkommlinge mit in Eisessig 
geloster, durch Zusatz von Jodphosphonium entfarbter Jodwasserstoff- 
saure unter gleichzeitigem Durchleiten von Luft oder Sauerstoff bei 
Zimmertemperatur. Sie bewirkt neben der Umwandlung der griinen 
Verbindungen in Leukoderivate, die sich an Luft von selbst zu Porphyrin 
dehydrieren, die Bildung einer mit Carbonyireagenzien leicht nachweis- 
baren Oxogruppe. Bemerkenswerterweise bilden Porph5nine im allge- 
meinen unter diesen Bedingungen keine weiteren Carbonylgruppen; die 
vorher erwahnten Dihydroverbindungen der griinen Substanzen verhalten 
sich ebenfalls negativ (JJo). 

Die erste Deutung der Oxo-Reaktion als Cbergang einer Methyl- 
gruppe in i-, 3-, 5- oder 8-Stellung in eine Aldehydgruppe (91) erwies 
sich schon deshalb als unwahrscheinlich, weil der Vergleich der neuen 
Oxoporphyrine mit S5mthetisch erhaltenen Formyl-porphyrinen prinzi- 
pielle Unterschiede erkennen lieB (loi), AufschluBreicher war die Beob- 
achtimg, dafi Protoporphyrin aus Htoiin, in dem zwei Vinylgruppen be- 

13 * 
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wiesen waren, dutch die Oxo-Reaktion verandert wird; Mesoporphyrin III, 
in dem die beiden Vinylreste des Protoporphyrins dutch Athylreste er- 
setzt sind, reagiert unter den gleichen Bedingungen nicht (pj). Dieser 
Befund und die gleichzeitige Untersuchung der noch zu besprechenden 
Umsetzung mit Diazoessigester machten es wahrscheinlich, daB sich die 
Oxo-Reaktion an Vinyl- oder Athylidengruppen abspielt. H. Fischer 
und J. Hasenkamp { ioi ) haben die Annahme, daB bei der Oxo-Reaktion 
Acetylgruppen gebildet werden, auf Grund der folgenden Oberlegungen 
experimentell gestutzt. 

Dutch Abspaltung der Carbomethoxygruppe (Cmj) entsteht aus 
PhJlophorbid a Pyro-phdophorbid a, das bei der iiblichen Um- 
wandlung in Porphyrin mit Jodwasserstoffs^ure in Eisessig (ohne 
Jodphosphoniumzusatz) Phylloerythrin ergibt. Bei der Oxo-Reaktion 
geht Pyro-pha.ophorbid a in ein neues Oxo-phylloerythrin iiber, das, 
wenn eine Abspaltung der „Oxo-Seitenkette“ iiberhaupt moglich 
war, ein oder zwei Kohlenstoffatome verlieren muBte, je.nachdem ein 
Formyl- oder ein Acetylrest gebildet war. Sieht man von dem unwahr- 
scheinlichen Cbergang einer Methylgruppe in einen Formylrest ab, so 
konnte der —CHg—CHO bzw. —CO—CHj-Rest nur in 2- oder 4-Stellung 
stehen. War es, entsprechend der wahrscheinlichsten Vermutung, ein 
Acetylrest, so muBte mit seiner Entfemung ein Porphyrin mit der ent- 
sprechenden freien ^-Stellung gebildet werden. Solche Porphyrine waren 
bereits synthetisch zugSnglich xmd daher ihre Substituentenanordnung 
bestimmbar, so daB eine Identifizierung mit bekannten Substanzen 
erfolgen konnte, Gelang dies, so war die Lage der in den Oxoporphyrinen 
angenommenen Acetylgruppe bestimmt und in Verbindung mit den 
Ergebnissen der Hydrierungsversuche und der Energieinhaltsbestim- 
mungen die Annahme einer Vinyl- oder Athylidengruppe am gleichen 
Ort in den Chlorophyllen gestutzt. 

Diesen Uberlegungen folgend, erhielten H. Fischer und J. Hasen- 
KAMP (loj) aus Oxo-phylloerythrin, bei Einwirkung konzentrierter Salz- 
s§.ure unter Druck, zwei neue Porphyrine. Das eine davon envies sich bei 
naherer Untersuchung als dem Pyrroporphyrin sehr ahnlich und besaB 
zwei freie /?-Stellungen, wie dutch die Bildung eines Di-brom-Derivats 
nachgewiesen wurde; das andere entsprach dem Typ des Phylloerythrins 
und besaB, entsprechend seiner Fahigkeit, nur ein Bromatom aufzu- 
nehmen, eine freie / 5 -Stellung. 

Auf gleiche Weise, wie Phylloerythrin dutch Bromwasserstoff in 
Eisessig in Desoxo-phylloerythrin iiberfuhrt wird, konnte auch Oxo- 
phylloerythrin oder das eben erwahnte neue Porphyrin vom Tj^ des 
Phylloers^thrins mit freier/J-Stellung in ein neues Desathyl-desoxo-phyllo- 
er5rthrin mit freier /?-Stellung tiberfiihrt werden. 

Das neue Porphyrin vom Typ des Pyrroporph3^ns, mit zwei fieien 
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^-Stellungen, wurde verglichen mit dem von H. Fischer und S. B5ckh 
(J05) synthetisch erhaltenen i,3,5,8“Tetramethyl~4»athyl«7-propionsSlure- 
porphin: Es war damit in alien Eigenschaften identisch; auch der Schmelz- 
punkt der gemischten Methylester zeigte gegeniiber den reinen Individuen 
keine Depression. 

Das neue Des^thyl-desoxo-phylloerythrin mit einer freien /S-Stellung 
konnte mit dem von H. Fischer imd W. Rose [log) synthetisch dar- 
gestellten i,3i5»S"Tetramethyl-4-athyl-6,y-cyclopentan-7-propionsaure“ 
porphin verglichen warden. Auch in diesem Falle konnte voUige Identitat 
der Vergleichssubstanzen und unveranderte Schmelzpunkte in der Misch- 
probe der Methylester festgestellt werden. 

Die beiden zum Vergleich herangezogenen synthetischen Porphyrine 
sind in 2-Stellung nicht substituiert. Daraus folgt, daB die neuen Oxo- 
porphyrine 2-Acetyl-porphine sein miissen. Die Acetylgruppe in2-Stellung 
ist aber ihrerseits herzuleiten von einer Vinyl- (—CH=CH2) oder einer 
Athyliden- (=CH— CHg) Grnppe in 2-Stellung des Chlorophylls. 
H. Fischer und J. Hasenkamp bevorzugten von diesen beiden Moglich- 
keiten in Abweichung von der bisherigen FiscHERschen Chlorophyll- 
formel mit einer Methylengruppe in i-Stellung (gi) zunachst die Formu- 
lierimg mit einer Athylidengruppe in 2-Stellung (loi), wobei die Schreib- 
weise des Porphinkems im Chlorophyll mit 3 Iminogruppen noch bei- 
behalten wurde. Wie im nachsten Abschnitt gezeigt • wird, war diese 
Auffassung nochmals zu revidieren. 

b) Die Umsetzung mit Diazoessigesten Von H. Fischer und Ch. E. 
Staff {146) war gefunden worden, daB Pyrrole mit ungesattigten Seiten- 
ketten Diazoessigester anzulagem vermogeft. Diese Reaktion wurde von 
H. Fischer imd J. Grassl (jo6) sowie von H. Fischer imd H. Me- 
dick (107) auf Pyrrolfarbstoffe, wie Hamin, Bilirubin und Chlorophyll 
iibertragen. Dabei zeigte sich zunachst, daB das Protoporphyrin aus 
Hamin, in dem zwei Vinylgruppen durch Synthese bewiesen sind, ebenfalls 
mit Diazoessigester reagiert. Wird das neue Diazoessigester-Anlagerungs- 
produkt des Protoporph5nins der Totaloxydation unterworfen, so resul- 
tiert neben Hamatinsaureester-imid eine neuartige Verbindung, fiir die 
folgende Konstitution wahrscheinlich ist: 



o==c^ 


NH 


CH—COOCHj 


Die Umsetzimg mit Diazoessigester wurde sodann mit den Phaophor- 
biden a tmd b durchgeftihrt, bei denen sie, im Gegensatz zu den ent- 
sprechenden Dihydrophaophorbiden, positiv verlauft (Jo6, J07). Die schwer 
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kristallisierbaren Reaktionsprodukte der Phaophorbide a und b mit 
Diazoessigester waren den Phaophorbiden selbst noch recht ahnlich; 
jedenfalls war weder am isozyklischen Seitenring der Komponenten a 
Oder b, noch an der 3-Formylgruppe des Phaophorbids b eine Veranderung 
erfoigt. 

Das Diazoessigester-meihylphdophorbid a, wie das Anlagerungsprodukt 
von Diazoessigester an Methylphaophorbid a bezeichnet wurde, lieI 3 sich 
in ein Diazoessigester-pyiophaophorbid a uberfiihren, das auch aus 
Pyrophaophorbid a direkt erhalten werden kann. Dessen katalytische 
Reduktion in Eisessig mit anschliefiender Re-oxydation an der Luft 
ftthrte zu einem neiien Diazoessigester-phylloerythrinester. 

Sowohl Diazoessigester-pyrophaophorbid ^ als auch der daraus ge- 
wonnene Diazoessigester-phylloerythrinester gaben bei der Totaloxydation 
neben den bereits bekannten Spaltstiicken jene umstehend aufge- 
zeichnete neue Saure, die erstmals aus Diazoessigester-protoporphyrin 
(aus Hamin) erhalten worden war, Schmelz- und Mischschmelzpunkt 
waren identisch, ebenso die Werte der Elementaranalyse. Daraus war zu 
folgem, dafi im Chlorophyll a hdchstwahrscheinlich eine gleiche, un~ 
gesattigte Seitenkette, wie Hamin deren zwei besitzt, vorhanden sein 
mtisse und daB demnach im Chlorophyll eher eine 2-Vinylgruppe als eine 
2-Athylidengruppe anzunehmen sei (loy). 

Diazoessigester-phdophorbid b konnte mit Jodwasserstoffsaure in Eis¬ 
essig und anschlieBender Reoxydation der Leukoverbindung an der Luft 
direkt in ein neues Diazoessigester-phaoporphyrin b^ umgewandelt werden, 
da^ bei der Totaloxydation neben anderen Spaltstiicken ebenfalls die oben 
erwahnte neue Saure entstehen lieB. Daraus war zu folgem, daB im Chloro¬ 
phyll b die gleiche ungesattigte Seitenkette wie in Chlorophyll a, also 
ebenfalls eine 2-Vinylgruppe vorhanden sein miisse. 

SchlieBlich gelang es H. Fischer und A. Wunderer (134)^ die 
2-Vinylgruppe sowohl bei Derivaten des Chlorophylls a als auch des 
Chlorophylls b abzuspalten. Pyrophaophorbid a-methylester-hamin geht 
durch eine Resorcinschmelze bei 180—190° und anschlieBende Ent- 
eisenung in 2-Desvinyl-pyrophaophorbid a-methylester uber, dieser 
zeigt keine Reaktion mehr mit Diazoessigester, ist aber noch oximierbar 
und bildet auBerdem ein Monobromderivat. Diese letztere Reaktion wird 
als beweisend fiir das Vorhandensein einer freien j 9 -Stellung angesehen. 
Die Umwandlung mit Jodwasserstoffsaure in Eisessig fiihrte zu Desathyl- 
phylloerythrin-methylester, der ebenfalls noch ein Bromatom anlagem 
konnte und sich mit friiher aus Oxophylloerythrin-methylester darge- 
stelltem 2-Desathyl-phylloerythrin-methylester als identisch envies. 

Wahrend aus Methylphaophorbid a-hamin bei der gleicheti Um- 
setzung infolge der dabei unvermeidlichen Abspaltung des lo-Carbo- 
methoxyrests auch nur der oben erwahnte 2-Desvinyl-pyrophaophor- 
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bid a-methylester zu erhalten war, gelang es weiter, aus Chlorin Cg-tri- 
methylester-hamin das 2-Desvinyl-chlorin darzustellen. 

In der Reihe des Chlorophylls b gelang die Abspaltung der 2-Vmyl- 
gruppe bisher nur unter gleichzeitiger Entfemung der 3-Aldehydgruppe; 
so ist aus Pyrophaophorbid b-methylester-hamin der 2-Desvinyl-3- 
desformyl-pyrophaophorbid b-methylester erhalten worden, der, infolge 
Fehlens der Aldehydgruppe in 3-Stellung, Farbe und Spektrum eines 
Chlorophyll a-Derivats besitzt und dessen Konstitutionsauffassung 
hauptsachlich durch die Bildung eines Dibromderivats gestiitzt werden 
konnte. 

Anderseits sind die dem Protoporphyrin aus Hamin entsprechenden 
„Proto>phaoporphyrine a‘‘ und „b*‘ des Chlorophylls, also die Ver- 
bindungen, die noch eine 2-Vinylgruppe besitzen, bisher weder analytisch 
erhalten noch synthetisiert worden und Versuche von H. Fischer und 
W. Lautsch (126) zur Darstellung des 2-Vinyl-phaoporphyrins a^ schlugen 
insofern fehl, als beim Versuch der Dehydrierung von Phaophorbid a mit 
Silberoxyd bzw. Silberacetat in Eisessig das lo-Acetoxy-Derivat des 
2-Vinyl-phaoporphyrins a^ cntstand; allerdings war die Auffassung, daB 
die Vinylgruppe erhalten geblieben war, gut zu belegen. 

Somit erscheint die Annahme der 2-Vtnylgruppe in den Chlorophyllen 
als die wahrscheinlichste von alien Moglichkeiten, um die leicht hydrier- 
bare Doppelbindung, die vor alien anderen Doppelbindungen ausgezeichnet 
ist, zu fomnulieren, zumal sich mit ihr alle bisher bekannten Keaktionen, 
auch die sogenannte Oxo-Reaktion, erklaren lassen. Der Vorstellung von 
H. Fischer und J. Grassl (jo 6 ) bzw. H. Fischer und H. Medick (loy) 
entsprechend sind die Pyrrolkeme I und II der Phaophorbide a und b 
wie folgt zu schreiben: 


CH CH, 


CH, 


CH 

HC 

I 1 " in 




NH HN 




Phaophorbid a. 


CH CHg 0=;CH 
'2 CH 3! 

^8'-—V I I II ^4 

^-Jnh HN'— 

Plu^phorbid b. 


Nach diesen Formelbildem ist, wie R. Wiilstatter bereits ange- 
nommen hatte (305), der Unterschied der beiden Chlorophyllkomponenten 
a und b beschrankt auf den Ersatz zweier Wasserstoffatome des Chloro¬ 
phylls a durch ein Saucrsioffatom mit Carbonylfunktion bei Chlorophyll b. 
Genauer kann jetzt gesagt werden, daB die 3-Methylgruppe des Chloro¬ 
phylls a im Chlorophyll b durch eine 3-Fonnylgruppe ersetzt ist. Alle 
anderen Substituenten sind beiden Chlorophyllkomponenten gemeinsam, 
dqnn beide enthalten den gleichen isozyklischen Seitenring, beide besitzen 
die charakteristische Vinylgruppe in 2-Stellung und beide stimmen 
schlieBlich in der Anordnung aller flbrigen Substituenten iiberein, wie 
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schon fruhzeitig aus der Bildung identischer Derivate beim tiefer greifenden 
Abbau zu folgem war. 

2. Die HaftsteUe des Phytols. 

Chlorophyll a und b sind bekanntlich Phytyl-methyl-ester von Di- 
carbonsauren. Eine Estergruppe sitzt an . die andere haftet als 
Propionsaureester in 7-Stellung. 

R. WiLLSTATTER luid Seine Mitarbeiter haben die Stellung des Phytols 
bzw. des Methanols nicht besprochen, wahrend H. Fischer und seine 
Mitarbeiter zuerst fiir die Bindung des Phytols mit dem Carboxyl an 
C(io) (^ 5 )» <iann aber bald dafiir eintraten, daB das Phytol mit der Pro- 
pionsaureseitenkette (68) verestert sei. In einer Untersuchung iiber die 
Pyrophdophorbine} welche Decarboxylierungsprodukte der PhSophor- 
bide sind, haben A. Stoll und E. Wiedemann die HaftsteUe des Phytols 
nicht ermitteln konnen, da gleichzeitig mit der Decarboxylierung auch 
Abspaltung der beiden veresterten Alkoholreste eintrat. Wie aus der 
Schreibweise der Strukturformeln dieser Autoren ersichtlich ist, haben 
sie die Haftung des Phytols am Propionsaurerest (in Stellung 7) als die 
wahrscheinlichste erachtet. Fiir die Annahme des Phytols am Propion- 
saure-carboxyl spricht auch die Reaktionsfahigkeit dieser Gruppe beim 
Verestern und Verseifen, gegen die Lage an C^^^j die Unwahrscheinlich- 
keit des Auftretens von freien Acetessigsauren in den Phaophorbiden 
a und b. 

Fischer und St. Breitner (118) suchten diese Frage durch fol- 
gende Versuche zu entscheiden: Es wurde Phaophytin zur Ver- 
meidung etwaiger Umesterungen imter AusschluB von Alkohol dargestellt, 
in Phaophorbid iibergefiihrt und dieses in die Komponenten a und b, 
die sich als Monomethylester erwiesen, zerlegt. In siedendem Pyridin 
sind die letzteren dann zu den P5n’overbindungen decarbomethoxyliert 
und tatsachlich methoxylfrei erhalten worden. ParaUelversuche mit den 
Methylphaophorbiden a vmd b lieferten bei der Decarbomethoxylierung 
in siedendem Pyridin die Pyrophaophorbid-monomethylester. Da in 
diesen Verbindungen die Propionsaureseitenkette an C(7) erhalten geblieben 
war, so muBte das Methoxyl und urspriinglich auch das Phytol, das durch 
dieses Methoxyl bei der Methanolyse ersetzt worden war, am Propionyl- 
carboxyl sitzen. Fiir die Methylestergruppe der Phaophorbide blieb nur 
^(11) iibrig. BesaBen die Phaophorbide in C^j ein freies Carboxyl, so ware 
bei einem Decarboxylierungsversuch nicht die Abspaltung einer Carbo- 
methoxygruppe, sondem die des Carboxyls das der Acetessigsaure- 
Gruppierung angehort, zu erwarten. 

^ In den neueren Arbeiten H. Fiscrbrs auch als „Pyrophaophorbide** be- 
aeichnet. 
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j. Die hraune Phase. 


Losungen der reinen Chlorophylle oder der Phaophorbide zeigen mit 
starken Alkalien einen vortibergehenden Farbumschlag, der bei der 
Komponente a nach gelb, bei der Komponente b nach rot und bei Ge- 
mischen nach braun erfolgt. Diese merkwiirdige Erscheinung der ,,hraunen 
Phase*' hat im Laufe der neueren Chlorophyll-Untersuchungen ebenfalls 
eine Erklirung gefunden. Wir kommen hier darauf zuriick, da die Annahme 
der Acetessigester-Gruppierung die Voraussetzung fiir die Interpretation 
der braunen Phase bildet. 

Im Laufe der bisher besprochenen Untersuchungen hatte sich ergeben, 
daB der positive Ausfall der Phasenprobe an das Vorhandensein des un- 
veranderten isozyklischen Seitenrings gebunden ist, und daB beim Ablauf 
der Phase dessen hydrolytische Aufspaltung erfolgt. Wir betrachten die 
in den Chlorophyllen an C(y) und angegliederte Atomgruppierung 
als einen substituierten Acetessigester, wozu wir seit dem Nachweis der 
Enolisierbarkeit des Carbonyls in C(9) {245) und seit der Sicherstellung 
der Carbomethoxygruppe in {hS) berechtigt sind. Bei der Einwirkung 
starken Alkalis auf diese Gruppierung entsteht zunachst das Enol. 
Damit tritt bei den Chlorophyllen bzw. Phaophorbiden im isozyklischen 
Seitenring eine weitere Doppelbindung zu den konjugierten Doppel- 
bindungen des Porphinrings in Konjugation. Aber erst die Bildung 
des Alkalienolats dxirfte die Ursache fiir die Verschiebung und Anderung 
des Absorptionsspektrums und der Farbe^ sein, welche die ,,braune 
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1 Eine Abbildung der Spektren der gelben Phase des Phaophorbids a und der 
roten Phase des Phaophorbids b findet sich in (2^9), dort Tafel V gegenttber S. 38. 
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Phase" bedingen. Macht man frtihzeitig, z. B. durch Verdtinnen mit Wasser, 
die Enolatbildung ruckgangig, so wird, wie schon R. Willstatter und 
A. Stoll beschrieben (J05), unversehrtes Chlorophyll bzw. Phaophorbid 
zuriickgewonnen. Ahnliche Vorgange haben R. Kuhn und Mitarbeiter 
bei enolisierbaren Polyenfarbstoffen beobachtet (lyi). LaBt man das 
Starke Alkali weiter einwirken, so tritt die Saurespaltung des Acetessig- 
esters ein: unter Aufnahme von Wasser entsteht aus dem Carbonyl ^( 9 ) 
ein Carboxyl und wird die Essigsaureseilenkette an C^y) frei. Mit der Auf- 
spaltung des isozyklischen 5-Rings werden die farbgebenden Elemente 
denjenigen des Chlorophylls wieder gleichwertig, die griine Farbe kehrt 
zuriick, die ,,braune Phase" ist abgelaufen und es haben sich die Tri- 
carbonsauren, die Chlorophylline bzw. Chlorin e^ und Rhodin gebildet. 
Die Spaltung der Acetessigester-Gruppierung erfolgt nach vorstehenden 
Formeln (S. 201). 

Die mitgeteilte Erklarung der braunen Phase entspricht den heutigen 
Formelbildem und ist, wie diese selbst, noch nicht iiber jeden Zweifel 
erhaben (vgl. S. 222). 

4. Der Dihydro-porphin-Kern (,yPhorhin'*-Kern (123)). 

Wie bereits gezeigt wurde, besitzen die Chlorophylle a und b und alle 
ihre Derivate, die sich von den naturlichen EarBstoffen unter Ausschaltung 
einer Reduktion ableiten, eine Vinylgruppe in 2-Stellung, so die Phaophor- 
bide a und b und deren direkte Abkommlinge, z. B. die Pyro-phaophor- 
bine, femer Chlorin e^, Rhodin g^ und gewisse Porph5Tine, z. B. ^^eo- 
rhodinporphyrin gg {104). 

Die Phaoporphyrine a und b hingegen, die, wie beschrieben, durch 
Reduktion mit in Eisessig geloster Jodwasserstoffsaure und anschlieBender 
Oxydation erhalten werden, sowie die durch Alkaliabbau zuganglichen 
Porphyrine besitzen, mit Ausnahme von Verdoporphyrin (vgl. S. 169), 
an Stelle der 2-Vinylgruppe eine 2-Athylgruppe, die durch Absattigung 
der Doppelbindung entstanden ist. Korrespondierende Verbindungen, 
z. B. Phaophorbid a und Phaoporphyrin a^ sollten sich daher lediglich 
durch den Mehrgehalt von zwei Wasserstoffatomen zugunsten der redu- 
zierten Verbindungen voneinander unterscheiden, da alle anderen Sut- 
stituenten identisch sind. 

Dieser Annahme standen aber schwerwiegende Argumente entgegen: 
Die Bruttozusammensetzung der korrespondierenden grBnen und roten 
Verbindungen war als gleich gefunden worden; die Bestimmung des 
Energieinhaltes hatte in einer groBen Zahl von Beispielen die namlichen 
Werte fiir die griinen wie fiir die roten Verbindungen ergeben (213 — 213), 
Soweit Chlorine aus Porphyrinen erhaitlich waren, hatten sie sich, ent- 
sprechend ihrer Bildung durch einen Reduktionsvorgang, als wasserstoff- 
reicher als die Porphyrine selbst erwiesen {233, ^9, 55). Daraus war zu 
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folgem, dafi die griinen Verbindungen keinesfalls weniger Wasserstoff 
enthalten konnten als die korrespondierenden Porphyrine. Der Minder- 
gehalt an Wasserstoff der Seitenkette in 2-Stellung bedingt daher ein 
Plus von mindestens zwei Wasserstoffatomen im Kern der griinen Ver¬ 
bindungen. Bei der Annahme, die griinen Verbindungen enthalten zwei 
Wasserstoffatome mehr als die Porphyrine, miiBte der Unterschied im 
Wasserstoffgehalt des Kerns sogar vier Atome Wasserstoff zugunsten 
der ersteren betragen. 

Beide Auffassungen wurden in der Literatur zur Erklarung des augen- 
f^lligen Unterschiedes in der Farbe und im Spektrum der griinen bis 
braunen Phorbide, Chlorine, Rhodine und Purpurine einerseits und der 
korrespondierenden Porphyrine anderseits herangezogen. 

H. Fischer und seine Mitarbeiter vertraten zumeist die Meinuiig, 
die griinen Verbindungen seien mit den roten Porphyrinen isomer und 
blieben im Recht. A. Stoll und E. Wiedemann vertraten zunachst 
die zweite Auffassung (240), bis sie sich iiberzeugt hatten, dab ein Unter¬ 
schied im Wasserstoffgehalt am isozyklischen Seitenring der Phao- 
phorbide und Phaoporphyrine nicht besteht (24s). 

Der Nachweis der 2-Vinylgruppe in den nattirlichen griinen Korpem 
und der aus den Energieinhaltsbestimmungen sich ergebende gleiche 
Wasserstoffgehalt mit den 2-Athyl-porphyrinen fiihrt zu der Auffassung, 
daB sich die griinen Korper von den Porphyrinen durch einen Mehr- 
gehalt von zwei Wasserstoffatomen im Kern unterscheiden, also als 
Di/iy(fro-porphyrine zu bezeichnen sind. 

Die Bildung der Phaoporphyrine, Chloroporphyrine und Rhodin- 
porphyrine aus den griinen Verbindungen durch Reduktion mit Jod- 
wasserstoff in Eisessig oder durch katalytische Hydrierung in saurem 
Mediiyn, mit nachfolgender Reoxydation der Leukoverbindungen, muB 
daher heute wie folgt erklart werden: Es wird zunachst stets die 2-Vinyl- 
gruppe hydriert. Dann addiert sich Wasserstoff auch an die Doppel- 
bindungen des Porphinkems. Unter Aufhebung der fiir Farbe imd Spek¬ 
trum verantwortlichen Konjugation der Kemdoppelbindungen erfolgt 
die Bildung kristallisierbarer Leukokorper, der Phaoporphyrinogene (iji). 
Bereits unter der Einwirkung von Luftsauerstoff gehen die Leukover¬ 
bindungen durch Dehydrierung, bei welcher sic im Kem zwei Wasser¬ 
stoffatome mehr abgeben, als sie aufgenommen hatten, in die Stufe der 
Porphyrine iiber, wobei die in 2-Stellung zuerst gebildete Athylgruppe 
natiirlich erhalten bleibt, 

Es entspricht dieser Auffassung, daB bei der Behandlung mit Jod- 
wasserstoff oder durch katalytische Hydrierung aus den Dihydrover- 
bindungen der griinen Substanzen ausnahmslos die gleichen Porphyrine 
erhalten werden, wie aus den griinen Verbindungen selbst. 

Die Vorstellung fiber den Zusammenhang der griinen und der roten 



204 


A. Stoll und £. Wiedemann 


Verbindungen muBte sich auch noch an Hand der dnrch Reduktion aus 
Porphyrinen erh^tlichen „synthetischen‘' Chlorine bestatigen lassen, die, 
entsprechend ihrer Bildung aus 2-athyl-substituierten Porph5rrinen, nur 
der Reihe der Dihydroverbindungen natiirlicher Chlorine angehoren 
konnten und deren charakteristische Eigenschaften aufweisen muBten. 
Analysen und Energieinhaltsbestimmungen sprachen in der Tat fiir ein 
Pius von zwei Wasserstoffatomen gegeniiber ihrem AusgangsmateriaL 
Anderseits war es H. Fischer und seinen Mitarbeitem gelungen, durch 
stufenweisen Abbau zu den Dihydro-chlorinen {Meso-cklorinen} zu ge- 
langen {ii8, 123), die den 53^1 thetischen Chlorinen entsprachen. Durch 
Abbau gewonnenes Dihydro-{MesO’)phyllochlorin war mit dem von 
A. Treibs und E. Wiedemann (233) friiher dargestellten synthetischen 
(Dihydro-) Phyllochlorin identisch. 

H. Fischer und K. Herrle (J27) stiitzten die Dihydro-parphyrin- 
Struktur des Kernes von grtinen Verbindungen experimentell, als sie 
Chlorin-Kupfer-Komplexe mit nur wenig mehr als 0,5 Mol O2 zu den 
entsprechenden Porphyrin-Kupfer-Komplexen quantitativ dehydrieren 
konnten. 

Die Annahme, daB die Chlorophylle, die Ph^ophorbide, die Chlorine, 
Rhodine und Purpurine einen Dihydro-porphin-Kern (= Phorbinkern) 
besitzen, entspricht unseren heutigen Kenntnissen am besten; es bleibt 
aber die Frage offen, wie dieser Kem zu formulieren ist. 



H H 

Pcnpfain. 


Die Struktur des Porphinkems, die durch viele Synthesen, auch 
die des Porphins selbst (JJ6), sichergestellt ist, weist keine Atomgruppierung 
auf, an der die Addition zweier Wasserstoffatome vorzugsweise hatte 
angenommen werden konnen. Es sind dariiber in der Literatur viele 
Ansichten geauBert worden, auf die wir im Abschnitt F, „Die Struktur- 
formdn der Chlorophylle'*, eingehen werden (S. 206). 

5. Die optische Aktivitdt des CUofophyUs, 

Es lag nahe, bei so kompliziert gebauten Naturstoffen wie den Chloro- 
phyllen optische Aktivitat von voniherein anzunehmen. Der stark un- 
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gesd.ttigte bzw. „aromatische“ Charakter des Porphinsystems bedingt 
jedoch, daB asymmetrische Kohlenstoffatome im Porphinring nur an 
jenen Stellen vorkommen, wO die gegeniiber den Porphyrinen iiber- 
zahligen Wasserstoffatome der grtinen Verbindungen sitzen. Femer ist 
die Moglichkeit ftir Asymmetriezentren an den Substituenten des Porphin- 
kems gegeben, also beispielsweise im isozyklischen Seitenring. 

Die groBe Zahl von zueinander in Konjugation stehenden Doppel- 
bindungen (z. B. ii im Porphin, vgl. S. 204) bedingt die intensive Farbung 
der Chlorophyllsubstanzen. Der Bereich ihrer Lichtabsorption erstreckt 
sich vont auBersten sichtbaren Rot bis weit in das Ultraviolett hinein. 
Die optische Aktivitat des Chlorophylls war daher nicht auf herkommliche 
Weise bestimmbar. Ausgehend von der bekannten Beobachtung, daB 
maBig konzentrierte Losungen von Chlorophyllsubstanzen langwelliges 
rotes Licht wenig absorbieren, gelang A. Stoll und E. Wiedemann {243) 
vermittels einer speziellen Apparatur und der Anwendung starken infra- 
roten Lichtes erstmais der objektive Nachweis,^ daB die Chlorophylle 
und Phaophorbide optisch aktiv, und zwar linksdrehend sind. 

Ein Asymmetriezentrum konnte im Kohlenstoffatom C^qj des iso¬ 
zyklischen Seitenrings erblickt werden. Fiir Chlorophyll b und seine 
entsprechenden Derivate war die gleiche Atomgruppierung noch nicht 
erwiesen. So haben A. Stoll und E. Wiedemann fiir beide Chlorophyll- 
koniponenten durch Unterbringung der beiden, den grtinen Verbindungen 
eigenttimlichen Kem-Wasserstoffatome in und fi'-Stellvaig an einem 
der in Pyrrolenform zu schreibenden Pyrrolkeme Asymmetric ange- 
nommen; die fortlaufende Konjugation der Porphinring-Doppelbindungen 
war damit beibehalten. 

Mit dieser Formulierung war die Annahme von mehr als zwei Imino- 
gruppen (27, iii) in den Chlorophyllen, wie auch irgendeine andere Schreib- 
weise, die eine Unterbrechimg der ftir die Farbstoffnatur erforderlichen 
Konjugation der Kemdoppelbindungen bedingt hatte (joj), sowie anderseits 
eine Endo-Methylengruppe {84, gi) zu umgehen. Sie erlaubte auch, die 
optische Aktivitat einfacherer Derivate ohne isozyklischen Seitenring 
zu erklaren, Diese im folgenden zu besprechende Formulierung wird bis 
heute als der beste Ausdruck ftir die Struktur des Phorbinkems angesehen. 

A. Stoll xmd E. Wiedemann haben bei optisch aktiven thlorophyll- 
praparaten eine leichte Racemisierbarkeit beobachtet. H. Fischer und 
A. Stern, die sich einige Zeit spater ausftihrlicher mit der Untersuchung 
der optischen Aktivitat von Chlorophyllverbindungen beschaftigt haben 
(jjx, 115), konnten daran die optische Aktivitat durchwegs bestatigen, 
indessen nicht die von A. Stoll und E. Wiedemann angegebene leichte 
Racemisierbarkeit der Praparate, 

Auf neuere Befunde von H. Fischer und A. Stern, z. B. die Beob- 

1 Photogr Tafdn ( 243 ), dort gegenttber S. 31a. 




206 


A. Stoll und £. Wibdbmann 


achtung von Rechtsdrehungen bei Purpurinen spwie den Nachweis 
optischer Aktivitat bei Verbindungen, die nur noch ein Asymmetrie- 
zentrum in jS-Stellung enthalten, wie z. B. Phyllochlorin, werden wir 
im folgenden Abschnitt eingehen. Alle bisher untersuchten Porphyrine, 
auch Phaoporphyrin ag, sind dagegen optisch inaktiv (jj5, jjj). 


F. Die Strukturformeln dcr Chlorophylle. 

I. Aufstellung und Diskussion der Chlorophyllformeln, 

Die umfangreichen und vielseitigen Experimentalarbeiten der letzten 
Jahre, die wir fast ausschlieBlich H, Fischer und seinen Mitarbeitem 
verdanken, haben nach wechselnden Annahmen schlieBlich zu Struktur- 
fomieln der Chlorophylle a und b gefuhrt, die den experimentellen 
Befunden entsprechen und im besonderen der fiir die Farbe notwendigen 
ununterbrochenen Konjugation der Doppelbindungen des Porphinringes 
Rechnung tragen. Unsicher blieb dabei im wesentlichen nur noch die Lage 
der beiden „tiberzahligen‘' Wasserstoffatome im Kem und die Stellungdes 
Phytols. Gestiitzt auf das experimentelle Material der Literatur und auf 
eigene Versuche mit E. Wiedemann sowie auf Grund von Erwagungen 
liber die funktionelle Bedeutung des Chlorophylls bei der Photosynthese, 
hat A. Stoll^ die beiden Kem-Wasserstoff-Atome, welche die griinen 
Verbindungen vor den Porph5Tinen auszeichnen, im PyrrPlkem III an ^(6) 
und C(g) angenommen, sie also von der / 5 -^'-Stellung des Pyrrolkerns IV 
in die / 3 -/S'-Stellung des Pyrrolkerns III verlegt. Damit gelangte er zu 
den nachstehenden Formelbildem fiir Chlorophyll a und Chlorophyll b: 
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^ { 413 ) • Vortrag, gehalten am 2. September 1935 auf dem VI. internat. Botaniker- 
kongreB on Amsterdam. 
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Gleichzeitig und iinabhangig haben H. Fischer und H. Kellermann 
fiir Phaophorbid a {112) und H. Fischer und A. Stern (jj5 ) fiir Chloro¬ 
phyll a dieselben Formelbilder entwickelt. 

H. Fischer und H. Medick hatten urspriinglich fiir Phaophorbid a 
zwei Formeln (107) zur EHskussion gestellt, die beide durch nur ein 
einziges asymmetrisches C-Atom (C^q)), die eine Formel femer durch 
vier Iminogruppen, die andere durch deren drei und dazu durch eine 
(X-CHg-Briicke gekennzeichnet waren. Wie bemerkt, war indessen von 
A. Stoll und E. Wiedemann schon friiher auf die Notwendigkeit der 
fortlaufenden Konjugation der Kemdoppelbindungen hingewiesen 
worden {238). 

H. Fischer und A. Stern (hi) haben dann festgestellt, daB Pyro- 
phaophorbid a optisch aktiv ist, obschon in ihm das Kohlenstoffatom C^q) 
symmetrisch substituiert vorliegt. Die Autoren anderten deshalb die 
Formel mit der a-CHj-Briicke in eine solche mit einer y-CH-Briicke ab, 
womit sie zunachst auch Pyro-phaophorbid a mit einem asymmetrischen 
Kohlenstoffatom schreiben und damit seiner optischen Aktivitat Rechnung 
tragen konnten. Fiir Chlorophyll a ergaben sich daraus zwei Asymmetrie- 
zentren. 

In der nun folgenden Mitteihmg gaben H. Fischer und H. Keller¬ 
mann {112) die Formel fiir Phaophorbid a, die der oben angefiihrten 
Formel von Chlorophyll a entspricht. H. Fischer und A. Stern haben 
sie weiter wie folgt begriindet {115 ): 

Phaopurpurin 7-triester (vgl. S. 183 und 209) war stark rechtsdrehend 
und konnte in Chlorin f, das Chlorin des Rhodoporphyrins (mit Vinyl- 
gruppe in 2-Stellung), das nun die Ebene des polarisierten Lichtes nach 
links drehte, dbergefiihrt werden. Diese optische Aktivitat von Chlorin f, 
in welchem sowohl C^o) wie C(y) nicht mehr asymmetrisch sind, ver- 
anlaOte H. Fischer und A, Stern, im Chlorin f ein weiteres Asymmetrie- 
zentrum zu formulieren. Wie die nachstehende Formel zeigt, werden 
unter Aufrechterhaltung der fortlaufenden Konjugation der Kemdoppel¬ 
bindungen die beiden Kemwasserstoffatome, die den griinen Verbindungen 
eigentiimlich sind, in 5,6-Stellung angeordnet, so daB diese zwei Kohlen- 
stoffatome auch im Chlorin f asymmetrisch bleiben. 



COOH 

Chloriii f Rhodochknin (mit s-Vinylgnippe}]. 
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H. Fischer und A. Stern stiitzten diese Anordnung weiter durch die 
Beobachtung, dafi auch Phyllochlorin, das dem Phylloporphyrin ent- 
sprechende Chlorin (mit 2-Vinylgruppe) 



CH, 



COOH 

PhyUochloiin. 

noch optisch aktiv und stark linksdrehend ist. Auch das spater von 
H. Fischer, K. Herrle und H. Kellermann (123) dargestellte Pyrro- 
chlorin (mit 2-Vinylgruppe) hat sich als stark linksdrehend erwiesen. 

Erganzend sei erwahnt, daB das ebenfalls optisch aktive, und zwar 
linksdrehende Analogon des Phyllochlorins mit der 3-Formylgruppe in 
der Reihe des Chlorophylls b, das Rhodin wahrscheinlich. schon 
J. B. CoNANT und Mitarbeitem (19) bekannt war. Die Konstitution der 
von diesen Autoren als Rhodin k bezeichneten Verbindung ist indessen 
erst von H. Fischer und K. Bauer {121) ermittelt worden. 

Zusammenfassend kann aus diesen Untersuchungen der SchluB 
gezogen werden, daB die grunen Blattpigmente drei Asymmetriezentren 
enthalten, eines in C(io), die beiden anderen im Porphinkern. Bisher fehlt 
jecjoch ein Beweis fiir die Zuordnung dieser gegeniiber den Porphyrinen 
iiberzahligen Wasserstoffatome zu zwei bestimmten von den acht vor- 
handenen / 9 -Stellungen. Immerhin ist die im September 1935 vorge- 
schlagene, auf Seite 206 wiedergegebene Formulierung der Chlorophylle, 
die den iiberzahligen Wasserstoff in 5,6-Stellung annimmt, seither un- 
bestritten geblieben. 


2. Weiterc Beitrdge zur Vberpriifung der ChlorophylUFormeln, 

In dem Bestreben, Genaueres tiber die Bindungsart imd die Stellung 
der beiden, den grunen Verbindungen eigentiimlichen Wasserstoffatome 
zu erfahren, haben H. Fischer und seine Mitarbeiter Untersuchungen 
durchgefiihrt, die zugleich fiir die Konstitutionsauffassung der Purpurine 
neue Gesichtspunkte ergeben haben. 

So erhielten H. Fischer und W. Lautsch (129) durch Oxy^tion 
mit Siiberoxyd in Pyridin aus Chlorin e^-trimethylester sowie dessen 
Diazoessigester-Derivat, femer aus Pyro-phaophorbid a und Chlorin p^ 
(vgl. S. I'82) neue griine Verbindungen, die ein Plus von zwei Sauerstoff- 
atomen aufweisen. Diese neuen Kbrper werden als 5,6-Dioxyderivate 
gedeutet und sind, wie ihr Ausgangsmaterial, optisch aktiv. 
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Aus Phaophorbid a erhielten die Autoren bei analogen Oxydations- 
versuchen und nachfolgender Veresterung des Reaktionsgemisches, iiber 
instabile Chlorine hinweg, in vorziigljcher Ausbeute Phaopurpurin 7-tri'- 
methylester. Dessen Bildung wird mit dem Entstehen je einer Oxygruppe 
an C(e) und an C^q) ecklart (instabiles Chlorin); die beiden Oxygruppen 
sollen dann unter Wasseraustritt das Heteroatom eines neuen Dihydro- 
furanringes bilden, der an Pyrrolkem III angegliedert ist. Eine intermediar 
angenommene Drehung des Hydroxyls an wiirde die Rechtsdrehung 
der Purpurine crklaren: 
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Phaopurpurin 7-trimethylester. 
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Die Autoren stellen also der bisherigen Phaopurpurin 7-Formel 
(vgl. S. 183) eine neue gegeniiber. 

Die Untersuchungen von H. Fischer und K. Kahr (124, jjj) 
brachten keine Entscheidung zwischen beiden Formulierungen; die zahl- 
reichen, dort beschriebenen Umsetzungen konnen mit beiden Formeln 
erkl^t werden, obschon gegen die altere Formulierung angefiihrt wird, 
daB die darin angenommene Carbonylgruppe der y-Glyoxylsaure-Seiten- 
kette mit Carbonylreagenzien reagieren muBte, was nicht der Fall war. 

In der gleichen Arbeit beschreiben die Autoren ein Isomeres des 
Chlorins pe, dessen charakteristisches Verhalten bei weiteren Umsetzungen 
zur „Festlegung der Pyrrolinstruktur im Kem III des Chlorophylls" 
herangezogen werden sollte. Eine Nachuntersuchimg von H. Fischer, 
K. Kahr, M. Strell, H. Wenderoth und H. Walter (jj5 ) ergab in- 
dessen das Vorliegen von Chlorin e^ und bestatigte zugleich den Befund 
von H. Fischer und K. Bauer (121), daB bei der Oxydation von Chlorin e« 
in P3nridin mit Sauerstoff oder Permanganat imd nachfolgender Ver- 
esterung, neben Phaopurpurin 5 das Chlorin-e4-y-oxymethyl-lacton ent- 
steht; 


Forttcluitts d. Chem. org> Nmtunt. I. 


>4 



210 


A. Stoll und E. Wiedbmann 



Chlorin e4-y-oxyinetbyMacton. 


Diese Verbindung ist wahrscheinlich zuerst von J. B. Con ant und 
Mitarbeitem [i6) bei Oxydationsversuchen von Chlorin e, mit Kalium- 
molybdan-cyanid erhalten und als Chlorin k beschrieben worden. 

Wenn auch die eben besprochenen Untersuchungen weder die Kon- 
stitution des Phaopurpurins 7 noch die Stellung der beiden, den griinen 
Verbindungen eigentiimlichen Wasserstoffatome abklaren konnten, so 
stehen die experimentellen Befunde doch im Einklang mit der Annahme, 
daB sich die iiberzahligen Wasserstoffatome in 5,6-StelIung befinden. 

H. Fischer und St. Breitner (jj5) haben die Schreibweise des 
Phorbinkems insofem noch abgeandert, als sie die Anordnung der 
Doppelbindungen von Pyrrolkem I und IV vertauschten, wodurch am 
komplex gebimdenen Magnesiumatom Haupt- und Nebenvalenzbindungen 
miteinander abwechseln: 



Chlorophyll a. 

Diese Modifikation ist von A. Stern und H. Wenderlein [221), die 
sich die systematische Untersuchung der Lichtabsorption der Pyrrole 
und Porphyrine zur Aufgabe gestellt haben, wie folgt l^grtindet worden: 

Durch Hinzutreten eines Carbonyls in /?-Stellung am Pyrrolkem tritt 
eine erhebliche Verstarkung der Absorption bei der Bande um 550 m/i ein. 
Als t5^isches Beispiel wird Rhodoporphyrin (Pyrroporphyrin-6-carbon- 
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sSure) angefilhrt. Diese Erscheinung des „Rhodotyps‘‘, wie sie A. Stern 
und H. Wenderlein (221) bezeichnen, tritt mit solcher Regelm^Bigkeit 
auf, daB daraus ohne Bedenken auf das Vorhandensein eines Carbonyls 
in / 9 'Stellung geschlossen werden kann. Da die Pyiroleninstruktur die 
Absorption starker vertieft als die Pyrrolstruktur, nehmen die Autoren 
an, daB die P5Trolkeme, die ein Carbonyl tragen, als Pyrrolenine zu 
formulieren sind. Beim Vergleich der Spektren von Porphyrinen mit 
2 Carbonylen zeigte sich nun, daB der „Rhodot3^“ verstarkt wird, wenn 
die carbonyltragenden Pyrrolkeme einander gegeniiberliegen, hingegen 
abgeschwacht ist, wenn sie benachbart sind. Die Autoren nehmen daher 
an, daB die P5Trolkeme 1 und III Pyiroleninstruktur, die Pyrrolkeme II 
und IV Pyrrolstruktur besitzen. Damit stimmt iiberein, daB H. Fischer 
und H. Kellermann[(ii2), dort S. 217] aus dem Studium der Spannungs- 
verhaltnisse im isozyklischen Seitenring zum SchluB gekommen sind, 
daB der Pyrrolkem III mit Pyiroleninstruktur zu formulieren sei. 

Demgegeniiber will die Betrachtungsweise der Physiker die Lage der 
Doppelbindungen nicht fixieren und die einzelnen P5arolkerne in den 
Porphyrinen und Phorbinen nicht so scharf voneinander unterscheiden. 
Sie spricht eher einer Gleichwertigkeit der Pyrrolkeme das Wort^ und 
deutet auch chemische Befunde in diesem Sinne.* Der Porphin- wie der 
Phorbinkem ist durch eine fortlaufende Konjugation von Doppelbin¬ 
dungen als „aromatisches System", in dem die Doppelbindungen als 
„flieBend" angenommen werden, charakterisiert. Es miiBte erst erwiesen 
werden, daB die Porphine und Phorbine nicht als „aromatisch" aufzu- 
fassen sind, bevor von einer bestimmten Lage der Doppelbindungen im 
Chlorophyll und seinen Derivaten gesprochen wird. 

j. Die aktiven Wasserstoffe bet Chlorophyll und seinen Derivaten, 

Zum AbschluB der Besprechung der Chlorophyllformeln sei noch kurz 
auf die insbesondere von H. Fischer und Mitarbeitem (jp— 42, iig) 
durchgefiihrten Bestimmungen des aktiven Wasserstoffes bei Chlorophyll 
und seinen wichtigeren Derivaten hingewiesen. 

Als aktive H-Atome kommen bei den Chlorophyllderivaten solche von 
Carboxyl-, von Imino- und von Enolgruppen in Betracht. Nach 0 ber- 
windung experimen teller Schwierigkeiten konnten fiir viele Chlorophyll- 
derivate eindeutige Werte erhalten werden, die mit den Konstitutions- 
formeln im Einklang stehen. So ergaben die Phaophorbide mit zwei 
Iminogrupp)en und einem Carboxyl drei aktive H-Atome, ebenso die 
Phaoporphyrine; auch die Chlorine und Rhodine sowie ihre Ester, femer 

(/6z), dort S. 16—21; Valenzelektronenformeln S. 20. 

* Z. B. die Nicht-tlberfiihrbarkeit von Dihydro-chlorophyllen in Leukoverbin- 
dungen durch katal3rtische Hydrierung ( 412 ), im Geg^nsatz zu der Hydrierbarkeit 
der Dihydro-ph&ophorbide usw. 
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viele einfachere Porphyrine und ihre Ester lieBen die der Theorie ent- 
sprechenden Mengen Me than entstehen. Eine Abweichung zeigten die 
Alkyh(Methyl-)phaophorbide und die Phaoporphyrinester; sie ergaben 
nicht zwei, sondern drei aktive H-Atome, weil in ihnen offenbar das 
Keto-Enol-Gleichgewicht an ^( 9 ) zugunsten der Enolbildung verschoben 
ist, wie friiher schon A. Stoll und E. Wiedemann durch Benzoylierung 
festgestellt haben (24^). Wohl aus dem gleichen Grunde waren bei den 
Chlorophyllen und veresterten Chlorophylliden, ebenso wie bei den Kom- 
plexsalzen von Porphyrinestem, die von der Theorie* verlangten Null- 
werte fiir aktiven Wasserstoff nicht erzielbar. 

G. Aufbauende Reaktionen und der Stand der Chlorophyll-Synthese. 

Die beiden ersten s^mthetischen Reaktionen auf dem Chlorophyll- 
gebiet sind schon vor fast drei Jahrzehnten von R. Willstatter und 
seinen Mitarbeitem gefunden worden: Die Untersuchimg^n von R. Will- 
staiter und A. Stoll iiber die Chlorophyllase {28g, 234), welche dem 
Studium der enz5miatischen Abspaitung des Phytols aus naturlichem 
Chlorophyll galten, fiihrten in der Folge zur enzymatischen Re- 
synthese des natiirlichen Chlorophylls aus den Bestandteilen Chloro- 
phyilid und Phytol (291), die bei beiden Chlorophyllkomponenten 
gelang. Damit war eine erste Teilsjmthese des Chlorophylls ver\virk- 
licht worden. 

R, Willstatter und L. Fors^n (299, 305, dort S. 323) studierten die 
Wiedereinfiihrung des Magnesiums in Porphyrine und in griine Ver- 
bindungen. Die Autoren fanden, daB die Porphyrine des Alkaliabbaues 
beim Erhitzen mit Magnesiumoxyd und Atzkali in die entsprechenden 
Phylline iibergehen. Die griinen Verbindungen der a-Reihe, insbesondere 
das Phaophytin a, lieBen bei Einwirkung eines Cberschusses an 
GRiGNARDschen Verbindungen die natiirlichen Magnesiumkomplexe 
entstehen. Damit war ein zweiter Schritt der Chlorophyllsynthese ausge- 
fuhrt und unter Zuhilfenahme beider Teilsynthesen die Moglichkeit 
gegeben, vom PhSlophorbid a zum Chlorophyll a zu gelangen. 

Nach langerer Pause folgte in den Jahren 1928 und 1929 die Konstitu- 
tionsaufklarung (j6) und die Synthese (37) des Phytols durch F. G. 
Fischer und K. LOwenberg. Die nachstehende, von diesen Autoren 
bewiesene Formel zeigt, daB das Phytol aus 4 Isoprenresten aufgebaut 
ist, was schon R. WillstAttbb und seine* Mitarbeiter (290, 303) in 
ihren Untersuchungen iiber die Konstitution des Phytols ange- 
nommen haben. 

CH, CH, CH, CH, 

Phytol. 
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H. Fischer und W. Schmidt (114) gelang 1935 auf chemischem Wege, 
nSmlich unter der Einwirkung von Phosgen auf die in Pyridin gelSsten 
Komponenten, die Esterbildung des Phaophorbids a mit Phytol ebenso 
wie mit anderen hdheren Alkoholen. 

In letzter Zeit wurde auch die enzymatische Umsetzung mit Chloro- 
phyllase neuerdings studiert. Die Versuche von H. Fischer und R. Lam- 
BRECHT (iso) ergaben, daB die Wirkung der Chlorophyllase, die sich 
nach neueren Angaben von P. Rothemund [erwahnt in (150)] auch in 
den Blattem von Datura stramonium (Stechapfel) reichlich vorfindet, 
strong auf das Carboxyl des Propionsaure-Restes in 7-Stellung beschrankt 
ist und das Vorhandensein der Phorbinstruktur zur Voraussetzung hat. 
Der Umsetzung mit Chlorophyllase und Alkoholen sind auBer den Chloro- 
phylliden die Phaophorbide und Dihydro-phaophorbide beider Reihen, 
nicht aber die Pyro-phaophorbide, Chlorine imd Rhodine zuganglich; 
alien Porphyrinen, auch Phaoporphyrin a^ gegeniiber, verhait sich die 
Chlorophyllase negativ. Die Phaopurpurine, bei denen Chlorinstruktur 
angenommen wird, lassen sich auffallenderweise unter dem EinfluB der 
Chlorophyllase verestem, umestem und verseifen. 

H. Fischer imd G. Spielberger befaBten sich eingehend mit der 
Einfiihrung von Magnesium in hohere Chlorophyllderivate, vermochten 
aber, im Gegensatz zu A. Stoll und E. Wiedemann (^J5), die Ergebnisse 
von R. WiLLSTATTER und L. Fors6n nicht zu bestatigen (96). Sie fanden, 
daB es nicht ndtig sei, Magnesiumhalogenalkyle selbst auf Chlorophyll¬ 
derivate einwirken zu lassen, sondem daB auch die Umsetzungsprodukte 
GRiGNARDscher Verbindungen mit Alkoholen dafiir geniigen. LaBt man 
diese in Gegenwart von Magnesiummetall auf die Losung der Phorbide a 
in Pyridin einwirken, so erhait man die entsprechenden Chlorophyllide a. 
Damit war die Methode der Magnesiumeinfuhrung von R. Willstatter und 
L. Forsi^n durch eine da von abgeleitete zweite Methode erganzt worden. 

Da sich in der Literatur keine naheren Angaben iiber den Verlauf 
dieser Umsetzung finden, sei aus eigenen Untersuchungen mitgeteilt, 
daB es sich dabei um eine Reaktion der Phorbide mit Magnesiumalkoho- 
laten handelt; zu ihrem Gelingen ist eine bestimmte Konzentration des 
Alkoholats sRjwie Erwarmen notig, nicht aber die Anwesenheit von 
Magnesiummetall. 

Einen Schritt weiter gelangten H. Fischer und G. Spielberger (102), 
als sie ihre Methode der Magnesiumeinfuhnmg auf Losungen der Phor¬ 
bide b anwandten. Bei der Umsetzung der Phorbide b mit Magnesium- 
halogenalkylen nach R. Willstatter und L. Fors^n (299, J05) reagiert 
die 3-Aldehydgnippe ebenfalls; es entsteht ein sekundarer Alkohol, 
und rnan gelangt infolge des Verlustes des Carbonyls zu Verbindungen, 
deren Spektraltyp der a-Reihe entspricht. Die Methode mit Magnesium- 
alkoholat von H, Fischer und G. Spielberger laBt die 3-Aldehyd- 
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gruppe der Phaophorbide b intakt, das Magnesium tritt dennoch in kom- 
plexe Bindung, und es lassen sich in der Tat die nattlrlichen Chloro- 
phyllide b gewinnen. 

Damit ist ftir beide Chlorophyllkomponenten von der Stufe der Phao- 
phorbide an die Synthese durchgefiihrt, und wir wenden uns, indem wir 
auf die Synthese von Porphyrinen zunickgreifen, der Vorarbeit zu, die ftir 
die Synthese der Phaophorbide selbst bereits geleistet worden ist. Die 
von H. Fischer und seinen Mitarbeitem durchgefiihrten Totalsynthesen 
der einfacheren Chlorophyllporph)nine haben wir bereits (S. 177—179) 
erwahnt und als Beispiel die Synthese des Desoxo-phylloerythrins be- 
schrieben (S. 178). Synthesen der hoheren Chlorophyll-porphyrine konnten 
naturgemaO infolge der Labilitat der charakteristischen Gruppen nicht mehr 
durch Kondensation entsprechend substituierter Dipyrryl-methene direkt 
erzielt werden. Jedoch gelang die Einfiihrung unter Austausch derartiger 
Atomgruppen im Porphinsystem, und so wurden in mehreren Fallen iiber 
eine Reihe von Reaktionsstufen die gewiinschten Endprodukte erhaUen. 


\ / 

y-,N^crN|-^ 

I' I *1 

CH, r.H- ^ 


COOH 

Eiaenkomplezsak des Phylloporphyrios. 
^ NH N 

CH, CH, 

I I 


-\/SA/ 


} 

CH, 

1 

CH, 

”1 

CH, 

CH, 

1 


0 

1 

COOH 


1 

CH. 

\ 

NH 

N,r- 




C”* CH. CH. 


NH N, 

Y ? 


COOH 

< 

>-CH. 


CH, I I 

I H,C-CH, 

CH, 


COOH 

Desoaco’pkylloerythrin. 




Chlorophyll 


215 


Als erstes Beispiel daftir erw^Qinen wir die von H. Fischer, M. Speit- 
MANN und H. Meth (go) durchgeftihrte weitere S)aithese des Desoxo- 
phyUoerythrins, die von Phylloporphyrin (vgl S. 175, 177) ausgeht: In die 
freie 6-Stellung des Eisen-Komplexsalzes (Hamins) des Phylloporphyrins 
wurde mittels Dichlormethylather der Methoxy-methyl-Rest eingeftihrt. 
Dieses 6-Methoxy-methyl-phyllo-hamin ging unter dem EinfluB von in 
Eisessig geldstem Bromwasserstoff in das 6-Brommethyl-Derivat tiber, 
wobei gleichzeitig das komplex gebundene Eisenatom abgespalten wurde. 
Mit starkem Alkali gelang dann der Ersatz von Brom durch Hydroxyl, 
also die Bildung des 6“Ox5niiethyl-phylloporphyrins. Durch Erhitzen in 
geschmolzener Brenzweinsaure bei 155° wurde schlieBlich aus der 
b-CHjOH-Gruppe und der y-Methylgruppe Wasser abgespalten und der 
isozyklische Seitenring des Desoxo-phylloerythrins gebildet, wie die 
nebenstehenden Formeln veranschaulichen. 

Schon vorher war H. Fischer und J. Riedmair (7^) die Synthese 
des PhyUoerythrins selbst gelungen. H. Fischer, J. Heckmaier und 
J. Riedmair (72) batten gezeigt, daB eine oxydative Aufspaltung des 
isozyklischen Seitenringes des Desoxo-phylloerythrins mit Oleum gelingt, 
wobei sowohl an als auch an C(io) Sauerstoff tritt und Chloropor- 
phyrin ej entsteht, das anderseits auch aus Chlorin e, iiber eine durch 
Jodwasserstoff in Eisessig entstehende Leukoverbindung und darauf- 
folgende Oxydation gebildet wird: 



COOH 

Detoxo^phylloerythrin. 


\ NH N 



Chloroporpbyrin e^. 


H. Fischer und J. Riedmair konnten nun die Oxydationsreaktion 
mit Oleum so leiten, daB nur an C(9) eine Oxydation zum Carbonyl eintritt 
und Phylloerythrin entsteht: 



COOH COOH 

Detoxo-phylloerythrin. Phylloerythrin. 
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Die Autoren erzielten die gewiinschte Umsetzung mit 50proz. Oleum von 
hohem Schwefelgehalt. Das entstahdene Phylloerythrin war mit dem 
durch Abbau aus Chlorophyll gewonnenen Praparat identisch. 

In der Folge haben H. Fischer, K. MOller und O. Leschhorn (120) 
weitere Synthesen von Porphyrinen mit angegliedertem isozyklischem 
Seitenring vollzogen. So lieferte die Einwirkung von Natriumathylat 
auf Phylloporphyrin-6-carbcnsSlure unter Wasserabspaltung ebenfalls 
Phylloerythrin : 

\-NH %_,NH 

./ L r\. 




CH, 


CH, 


COOH COOH 

Phylloporphyria>6*carbottsaure. Phylloerythrin. 

w^rend 6-Formyl-phylloporphyrin (100) schon beim Erhitzen in Pyridin 
Oder unter ahnlichen Bedingungen in g-Oxy-desoxo^phytloerythrin tiberging: 
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6 -Fonnyl-phylloporphyrin. 9-Oxy'desoxo*phylloex7thxin. 

Von weiteren Bildungsweisen des Phylloerythrins sei eine besonders 
irtteressante noch erwahnt, die H. Fischer und O. Laubereau (136) 
beschrieben haben: In Pyrroporphyrin-methylester wird mit Chloracetyl- 
chlorid bei Gegenwart von Aluminiumchlorid der Chloracetylrest einge- 
fiihrt. Das so erhaltene Derivat spaltet beim Erhitzen in BemsteinsSlure 
Salzs^iure ab und geht dabei unter RingschluB in Phylloerythrin-methyl- 
ester (iber; 
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COOCHj 


Phylloerythrin-inethylester. 

Von alien Porphyrinen steht das Phaoporphyrin ag dem Phaophorbid a 
am nS.chsten. Es besitzt wie dieses den isozyklischen Fiinfring, ein freies 
und ein mefhyliertes Carboxyl an gleicher Stelle. Es ist mit dem natiir- 
lichen Chlorophyllderivat isomer und unterscheidet sich davon nach 
unserer heutigen Kenntnis lediglich dadurch, daB ihm die beiden iiber- 
zahligen Wasserstoffatome (in 5,6-Stellung) fehlen und daB es an Stelle 
der 2-Vinylgruppe der gritnen Verbindungen die 2-Athylgruppe tragt. 
Die Vorarbeiten zur S3mthese des Phaoporphyrins ag sind daher von 
besonderer Bedeutung. H. Fischer und H. Kellermann batten aus 
Chlorin e^ mit Methylalkohol-Salzsaure einen Dimethylester mit freier 
Carboxylgruppe in 6-Stellung erhalten, der bei der Brenzreaktion das 
freie Carboxyl abspaltet und damit in Iso-chlorin e^-dimethylester liber- 
geht { 112 ), Perhydrierung mit nachfolgender Re-oxydation zum Por¬ 
phyrin lieB hieraus Iso-chloroporph)ain-e4-dimethylester entstehen ( 122 ). 
Das Eisenkomplexsalz dieser Verbindung wurde mit Dichlormethylather 
[nach(joo)] umgesetzt, um den 6-Aldehyd zu gewinnen. Wahrend aber 
diese Verbindung nicht isoliert werden konnte, gelang es anderseits, unter 
dem EinfluB konzentrierter Schwefelsaure das Reaktionsprodukt mit 
Dichlormethylather sowohl von dem komplex gebundenen Eisen zu 
befreien als auch, analog der vorstehend beschriebenen Umsetzung, in 
9-Oxy-desoxo-phaoporphyrin ag uberzufuhren. Das letztere war aber 
schon friiher von H. Fischer und J. Hasenkamp ( 103 ) durch katalytische 
Hydrierung aus Phaoporphyrin ag gewonnen und genau charakterisiert 
worden, so daB das neuerdings dargestellte 9-Oxy-desoxo-phaopor- 
phyrin ag ohne weiteres identifiziert werden konnte. Gleichfalls bekannt 
war dessen Riickverwandlung in Phaoporphyrin ag mittels Chromsaure 
in Eisessig; sie wurde nun mit dem aus Iso-chloroporph5Tin-e4-dimethyl- 
ester erhaltenen 9-Oxy-desoxo-phaoporphyrin ag wiederholt imd zeitigte 
das gleiche Ergebnis. Die Synthese des Phaoporphyrins ag ist somit auf 
die Synthese des Iso-chloroporphyrins 64 zuriickgefiihrt, das seinerseits 
zwar noch nicht durch Synthese erhalten worden ist, sich aber von dem 
synthetisch zuganglichen Phylloporph5rrin nur durch den Ersatz der 
y-Methylgruppe durch den y-Essigsaurerest unterscheidet. Es ist denkbar, 
daB die Einffihrung dieses Restes oder dessen Erhaltung bei einer Por- 
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ph5ninsynthese iiber kurz oder lang die S5mthese des PhaLoporph3nrins 
selbst ermdglichen wird. 

Die eben besprochenen Umsetzungen werden durch die folgenden 
und nebenstehenden Formelbilder erlAutert: 
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Eine Vereinfachung der Synthese des Phaoporphyrins ag aus Iso- 
chloroporphyrin 64 ist von H. Fischer und O. Laubereau ( 136 ) ange- 
geben worden. Die Autoren versuchten, das intermediar erwartete 6-For- 
myl-iso-chloroporphyrin mit Hydroxylamin in Pyridin abzufangen, er- 
hielten jedoch direkt das Oxim des Phaoporphyrins a^, das durch einfache 
saure Hydrolyse das Phaoporphyrin a^ selbst lieferte. Ob das bisher als 
Zwischenprodukt angenommene b-Formyl-iso-chloroporphyrin uber- 
haupt gebildet wird, erscheint fraglich. 

In der Reihe der griinen Verbindungen haben H. Fischer und 
O, Laubereau (jj 6 ) eine ahnliche Umwandlung durchftihren kdnnen: 
Sie erhitzten das durch Hydrierung der 2-Vinylgruppe aus Iso-chlorin 64 
dargestellte Meso-iso-chlorin €4 mit konzentrierter Schwefelsaure und 
erzielten damit unter Wasserabspaltung zwischen der y-Essigsaure-gruppe 
und einem H-Atom in 6-Stellung die Bildung des isozyklischen Seiten- 
ringes. Das so entstandene Meso-p}n:ophaophorbid a war mit dem durch 
Decarbomethoxylierimg aus Meso-phaophorbid a gewonnenem Ver- 
gleichsmaterial identi^h. 

Die SchlieBung des isozyklischen Seitenrings ist ilbrigens schon vor 
langerer Zeit von H. Fischer und H. Siebel { 71 ) auch in der Reihe der 
grUnen Kdrper vollzogen worden. Durch 24stiindiges Kochen von 
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Chlorin-e^-trimethylester in Pyridin unter Zusatz von Soda entsteht ein 
typisches Phorbid a, das Pyro-phaophorbid a: 
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Bei dieser IJmsetzung wird, wie die Formeln erkenncn lassen, der 
Carbomethoxyrest von C^o) abgetrennt. Das entstehende Pyro-phao- 
phorbid a ist pihase-negativ. 

Nach vielfacher Variation der Versuchsbedingungen gelang H. Fischer 
und W. Lautsch ( 130 ) die Bildung des isozyklischen Seitenringes unter 
Erhaltung der ii-Carbonicthoxygruppe, und zwar bei beiden Chlorophyll- 
komponenten. Die Autoren setzten dem Reaktionsgemisch eine kleine 
Menge loproz. methylalkoholischer Kalilauge zu, erhitzten niir kurz 
in Stickstoffatmosph^e und konnten so die wichtige Rtickverwandlung 
von Chlorin-eg-trimethylester in Methylphaophorbid a und dann auch 
von Rhodin-g7-trimethylester in Methylphaophorbid b vollziehen. 
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Diese Umsetzung gewinnt an Bedeutung durch zwei besondere Merk- 
male: die so erzeugten Methylphaophorbide a und b sind phase-positiv 
und, bei Verwendung optisch aktiven Ausgangsmaterials, auch optisch 
aktiv. 

Zusammen mit der schon besprochenen Wiedereinfuhrung des Ma¬ 
gnesiums imd des Phytols ist durch diese Umwandlung die Synthese 
der Chlorophylle a und b auf die Synthese des Chlorins e, und des Rho- 
dins gy zuriickgefiihrt. Bisher ist jedoch nur die Bildung einfacher Chlorine 
aus den entsprechenden, durch Totals)mthese zuganglichen Porphyxinen 
auf verschiedene Weise moglich [(vgl. S. 170), ferner {120, X2g, 152)]. 
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Eine Reaktionsfolge, die die Moglichkeit eroffnet, die leicht hydrierbare 
2-Vinylgruppe der Chlorophylle erst dann in das Molekiil einzufuhren, 
wenn die Umwandlung des Porphinkems in den Phorbinkern — die ener- 
gische Reduktionsbedingungen erfordert — stattgefunden hat, ist vor 
kurzem von H. Fischer, W. Lautsch und K.-H. Lin { j 28 ) beschrieben 
worden ; 2-Acetyl-chlorin eg-trimethylester kann in Form seines Zink- 
komplexsalzes in die 2-a-Oxyathyl-Verbindung iibergefuhrt werden. Diese 
spaltet, im Hochvakuum auf 240° erhitzt, Wasser ab und geht dabei 
in Chlorin-ee-trimethylester iiber. 

Der Stand der ChLorophyllsynthese (Juni 1938) kann zusammenfassend 
ungefahr wie folgt umschrieben werden: 

Durchgefiihrt ist einerseits die Totalsynthese vieler einfacher Por- 
phyrine, z. B. der Atioporphyrine, des Pyrro-, Phyllo- und Rhodopor- 
phyrins sowie einiger hdherer Porphyrine, z. B. des Desoxo-phyllo- 
erythrins und des Phylloerythrins. Daneben sind viele Porphyrine, die 
infolge anderer Substitution in den ^-Steliungen der Pyrrolkerne nicht 
zu den direkten Abkommhngen der Chlorophylle zu rechnen sind, syn- 
thetisiert worden. Die meisten einfachen Porphyrine (ohne oder niit nur 
einem Carboxyl) haben sich in ihre Chlorine uberfiihren lassen. 

Anderseits ist die Umwandlung von Chlorin e^ und Rhodin g^ in die 
Chlorophylle a und b gelungen, namlich die SchlieBung des isozyklischen 
Seitenringes unter Bildung der Mcthylphaophorbide, deren Umesterung 
mit dem ebenfalls synthetisierten Phytol zu den Phaophytinen und 
die Einfuhrung des Magnesiums als Zentralatom in komplexe Bindung. 

Noch unbekannt sind Umsetzungen, die von den aus Porphyrinen 
zuganglichen Chlorinen zu Chlorin e^ bzw. Rhodin g^ oder ihren 27AceStyl- 
Derivaten fiihren. Analoge Umwandl ungen sind in der Porphyrinreihe 
bereits studiert worden; ihre Cbertragung auf die griinen Korper steht 
jedoch noch aus. Unter Beriicksichtigung der ebenfalls moglichen Uber- 
gange von Porphyrinen, die den Chlorophyllen nalierstehen, zu Chlorinen, 
ist nicht daran zu zweifeln, daB sich die bisher ausgearbeiteten Methoden 
bis zur Durchfiihrung einer vollsttodigen Chlorophyllsynthese entwickeln 
lassen. 

Wenn die vorstehenden Ausfiihrungen den Eindruck erweckt haben, 
daB manche riaheliegende Reaktion in der Chlorophyllchemie merk- 
wiirdigerweise bisher nicht beschrieben ist, daB manche bei den Por¬ 
phyrinen durchgefiihrte Umsetzung auf die griinen Verbindungen noch 
nicht iibertragen wurde und daB viele Substanzen erst fiber umstSLndlich 
erscheinende Reaktionsfolgen zu gewinnen waren, so darf dem entgegen- 
gehalten werden, daB die Schwierigkeiten in der Chlorophyllchemie 
oftmals auBerordentlich groB sind. Die Beschaffung einwandfreien Aus- 
gangsmaterials, die Instabilita.t besonders der hoheren Chlorophyll- 
derivate, das Auftreten von isomeren oder einander in den Eigenschaften 
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ahnlichen Verbindungen, deren Trennung oft erst durch langwierige und 
verlustreiche Operationen gelingt, erschweren die praparative Arbeit. 
Das hartnackige Festhalten von Losungsmitteln und die groBe Hygro- 
skopizitat mancher Substanzen erfordem besondere Kautelen bei der 
Elementaranalyse, die bei den groBen Molekiilen nicht immer eindeutige 
Werte liefert. Alle diese experimentellen Schwierigkeiten hemmen die 
SchluBfolgerungen. Die heutigen Kenntnisse iiber die Konstitution des 
Chlorophylls sind auf einem langen und oft muhsamen Weg erreicht 
worden. 

Die Chlorophyllformeln auf S. 206 und S. 210 vermdgen den heute 
vorliegenden experimentellen Ergebnissen zu geniigen, und doch stellen 
sie vielleicht nicht den letzten und endgiiltigen Ausdruck fiir die Konsti¬ 
tution des Chlorophylls dar. Die auBerordentliche Farbintensitat des 
griinen Blattpigments, der auffallende Farbwechsel bei der braunen 
Phase, die ungewohnliche Haftfestigkeit des komplex gebundenen Ma¬ 
gnesiums bei starkster Alkalibehandlung und der charakteristische, in 
den Teilreaktionen noch unabgeklarte Obergang der Phorbine in die 
Porphyrine stellen Fragen, deren befriedigende Beantwortung weitcrer 
experimenteller h'orschung vorbehalten bleibt. Es ist moglich, daB die 
heute vor uns liegenden Chlorophyllformeln noch Ab^nderungen er- 
fahren rniissen. 


IV. Bacterio-chlorophyll. 

»Das Bacterio-chlorophyll, der Hauptfarbstoff der Thio- und Athio- 
rhodaceen (Purpurbakterien) ist erst relativ spat, nachdem die Befahigung 
zu einer Photosynthese bei diesen einzelligen Organismen nachgewiesen 
war [{33g — 345), ygl. auch [324)'], einer chemischen Bearbeitung unter- 
zogen worden. Das Vorkommen von griinem Farbstoff neben gelben 
Pigmenten war allerdings langst bekannt und J. Buder [322,323) 
scheint als erster festgestellt zu haben, daB das Bacterio-chlorophyll 
mehrere Absorptionsbanden im Infrarot, eine Absorptionsbande im Gelb 
und eine Endabsorption im Blau aufweise. W. N. Lubimenko (334) 
schloB aus Beobachtungen an Absorptionsspektren, daB aus Bacterio- 
chlorophyll bei der Selbstzersetzung in alkohoUscher Losung Verbindungen 
entstehen, die dem Chlorophyll ahnlich sind. 

k. Noaok und E. Schneider (346) haben in der Folge Bacterio- 
chlorophyll nach den Methoden der Chlorophyllchemie untersucht und 
E. Schneider {349 — 351) hat sodann wichtige Beobachtungen iiber das 
griine Pigment der Thio- und Athio-rhodaceen mitgeteilt. Die Bezeichnung 
,,Bacterio<hbrophyW\ welche an Stelle des friiher iiblichen Ausdrucks 
„Bacterio-chlorin“ getreten ist, konnte E. Schneider gut begriinden. 
Er wies nach, daB seine Bruttoformel der des Chlorophylls b, abgesehen 
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von der Unsicherheit im Wasserstoffgehalt, entspricht und als €55117403 
N4Mg.H20 zu schreiben ist. Das Magnesium wird aus dem Bacterio- 
chlorophyll mit Saure unter Bildung des Bacterio-phdophytins abgespalten, 
das in Bacterio-phaophorbid iibergefiihrt werden kann. Letzteres enthalt 
zwei Carboxyle, von denen eines wie in Phaophorbid mit Methylalkohol 
verestert ist. Bacterio-phaophorbid kann wie die Phaophorbide aus 
Chlorophyll mit methylalkoholischer Salzsaure verestert werden, wobei 
ein Bacterio-methyiphdophorbid der Formel C33H40O3N4 entsteht. Die beiden 
Bacterio-phaophorbide werden schon kristallisiert erhalten und reagieren 
sowohl mit Hydroxylamin, was die Anwesenheit eines Carbonyls be- 
weist, als auch mit Benzoylchlorid, woraus auf ein Hydroxyl (Enol) ge- 
schlossen werden kann. Das im Bacterio-phaophorbid freie Carboxyl ist 
im Bacterio-chlorophyll und im Bacterio-phaophytin mit Phytol ver¬ 
estert [(327) vgl. S. 212]. 

Bacterio-phorbide reagieren wie Phorbide aus Chlorophyll mit 
Grignards Reagens unter Aufnahme i Atoms Magnesium in komplexer 
Bindung; mit Kupferacetat in Eisessig wird ein Kupferkomplex erhalten. 
Die Bacterio-phorbide zeigeh eine positive, gelbe bis braunliche Phase. 
Das spricht fiir die Anwesenheit einer Atomgruppierung, wie sie das 
Chlorophyll im charakteristischen isozyklischen Seitenring besitzt. 
Bacterio-chlorophyll als solches laBt eine positive Phase nicht mit Sicher- 
heit erkennen. Dies kann durch die an sich starke Verschiebung seiner 
Absorptionsbanden nach Rot begrundet sein, die zum groBeren Teil ins 
Infrarot zu liegen kommen. Abgesehen von der Rotverschiebung ent¬ 
spricht der Typ des Spektrums durchaus dem des Chlorophylls a.' 
Die Absorptionsspektren der Bacterio-phorbide sind denen der Phorbide 
aus Chlorophyll ahnlicher, aber immer noch nach dem roten Ende des 
Spektrums verschoben. 

E. Schneider gelangte im Laufe der chemischen Untersuchung zu 
der Auffassung, daB das Bacterio-chlorophyll in der Hauptsache aus 
nur einer Komponente bestehe, die auf Grund ihrer Zusammensetzung 
und auf Grund der Oberfiihrbarkeit in Derivate mit Rhodinspektrum der 
Reihe des Chlorophylls b angehore; daneben sei in untergeordneter 
Menge auch ein „Bacterio-chlorophyll a“ vorhanden. 

H. Fischer und J. Hasenkamp (joj), die sich in der Folge der chen\i- 
schen Untersuchung des Bacterio-chlorophylls zuwandten, bezeichneten 
den Hauptfarbstoff als „Bacterio-chlorophyll a“ und gaben an, daB 
daneben in sehr geringer Menge eine Komponente b vorhanden sei. Aus 
den Untersuchungen von H. Fischer und J. Hasenkamp sei vorweg- 
genommen, daB das Bacterio-chlorophyll die fiir Chlorophyll b charak- 
teristische 3-Aldehydgruppe nicht besitzt und daher mit Recht als 


^ Nach unverOffentlichten Vergleichsaufnahmen von C. B. van Niel {1936). 
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Derivat des Chlorophylls a bezeichnet werden kann. H. Fischer und 
R. Lambrecht { 326 ) konnten keine zweite Bacterio-chlorophyll-Kompo- 
nente auffinden. Im librigen hat eine Untersuchung von C. B. van Niel^ 
ergeben, daB aus verschiedenen Purpurbakterienstammen (Thiorhodaceen 
und A thiorhodaceen) nur ein Bacterio-chlorophyll zu isolieren war. 
Die Mischschmelzpunkte der Bacterio-methylphaophorbide aus den 
Bacterio*chlorophyllen von: 

Spirillum rubrum S. i, 

Khodobacillus palustris 5, 

Streptococcus varians, 

Khodobacillus spec. ?, 

Phaobacterium si^ec. D und 
Rhodovibrio spec. Gaffron 

ergabeii untereinander keine Depre.ssion und die Praparate stimmten auch 
in alien iibrigen Eigenschaften iiberein. 

Wahrend E. Schneider (jji) beim Versiich zur Darstellung von 
,,Bacterio*rhodin'‘ und von ,,Bacterio-isochlorophyllin'' infolge der Un- 
loslichkeit des ersteren und der Zersetzlichkeit des letzteren Schwierig- 
keiten begegnete, gelang ihm die Bildung von bereits bekannten Por- 
phyrinen der Chlorophyllreihe nach verschiedenen Methoden ohne 
weiteres. Der Alkaliabbau des Bacterio-chlorophylls und seiner Derivate 
flihrte zu Pyrro- und Phylloporphyrin. Der Nachweis, daB es sich beim 
Bacterio-chlorophyll um einen mit dem Chlorophyll griiner Pflanzen nahe 
verwandten Porphinfarbstoff handelt, war damit erbracht. Mit schonen- 
deren Methoden wurden indessen durchwegs noch unbekannte Por- 
pJiyrine erhalten: durch Reduktion mit Eisen und Ameisensaure nach 
K. Noack und W. Kiessling (J57) und anschlieBcnde Re-oxydation der 
Leukoverbindung entstanden ein ,,Bacterio-porphyrin I2*‘* und ein 
,,Bacterio-porphyrin durch Reduktion mit Jodwasserstoff in Eis> 
essig nach H. Fischer und R. Baumler (jj7, 31 ) und anschlieBende Re- 
oxydation der Leukoverbindung ein „Bacterio-phaoporphyrin 12“ und ein 
„Bacterio-phaoporphyrin AUe diese neuen Porphyrine erwiesen sich 
als Monomethylester mit 6 Sauerstoffatomen; die Porphyrine mit der 
Salzsaurezahl 12 waren oximierbar. 

H. Fischer und J. Hasenkamp { 103 ) haben die Ergebnisse 
E. Schneiders im wesentlichen bestatigt, sie ergalnzt und schlieBlich, 
gestiitzt auf Vergleiche mit Chlorophyllderivaten, die Konstitution des 
Bacterio-chlorophylls weitgehend ermittelt. Sie konnten zun^chst zeigen, 
daB Bacterio-methylphaophorbid ebenso wie z. B. PhSlophorbid a aus 
Chlorophyll mit Diazomethan in Methylalkohol (vgl. S. 187) einen Tri- 

^ Unverdifentlicht; ausgefuhrt anl&Blich eines Studienaufenthaltes im Labora- 
torium der Autoren 1936. 

2 Die Zahlen sind die Salzsaure- 2 ^hlen. 
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methylester bildet. Dieser Ubergang in Bacterio<hLorin‘trimethyle$ter 
stiitzt die Annahme eines isozyklischen Seitenringes im Bacteriochloro- 
phyll. 

Bei der Porph5ainbildung mit Jodwasserstoff in Eisessig und an- 
schlieBender Reoxydation der Leukoverbindung erhielten H. Fischer 
und J. Hasenkamp (103) mit der Arbeitsweise, die bei Phaophorbid a 
das Phaoporphyrin ag ergibt, zwei Porph5Tine, wie E. Schneider (j5-r). 
Von entscheidender Bedeutung war nun, dafi sie das Porphyrin mit der 
Salzsaurezahl 13 (wahrscheinlich E. Schneiders „BacteriO“phaopor- 
phyrin 12*') identifizieren konnten (joj) mit Oxo-phaoporphyrin a^, das 
aus Phaophorbid a dargestellt (91) und als 2-Acetyl-phdoporphyrin 
erkannt worden war (joj) : 


CH, 

1 

CH, 



I 101 9 

COOCH3 
I 11 


COOH 

2 -Acetyl-phaoporphyrin (wabrscheinlich ** „Bacterio-phaoporphyrin la"). 

Damit war mit einem Schlage die Substituentenanordnung am Por- 
phinkem des Bacterio-chlorophylls aufgekiart, freilich unter der Voraus- 
setzung, daB das 2-Acetyl-phaoporphyrin ag das primare Umwandlimgs- 
produkt des Bacterio-phaophorbids sei, wie dies analog fiir den 
Ubergang von Phaophorbid a in Phaoporphyrin ag angenommen wird. 
Es war zu bedenken, daB aus Phaophorbid a eindeutig nur ein Derivat, 
das Phaoporphyrin aj entsteht, wahrend aus Bacterio-phaophorbid auch 
von H. Fischer und J. Hasenkamp (joj) stets zwei Porphyrine, das 
2-Acetyl-phaoporphyrin aj und ein Porphyrin mit der Salzsaurezahl 8 
bis 9 erhalten worden sind. Von dem letzteren, das wahrscheinlich 
E, Schneiders ,,Bacterio-phaoporphyrin7“ entspricht, sagen H. Fischer 
und J. Hasenkamp aus, daB es mit keinem der bisher bekannten 
Chlorophyll-porph3nine identisch sei. 

C. B. VAN Niel, der sich in der erwahnten Untersuchung (vgl. S. 224) 
ebenfalls mit dem Studium der Bacterio-porphyrine befaBt hat, konnte 

Fortacbtitte d. Chem. org. Naturst. 1, 
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zeigen, daB durch besonders rasches und vorsichtiges Arbeiten die Bildung 
des ,,Bacterio-phaoporphyrins f' fast vollig unterdriickt wird, daB aber 
anderseits das 2-Acetyl-phaoporphyrin ag durch nochmalige Behandlung 
mit Jodwasserstoff in Eisessig und anschlieBende Re-oxydation fast 
quantitativ in „Bacterio-phaoporphyrin 7*' iibergeht. Damit hat sich 
letzteres als sekundares Umwandlungsprodukt erwiesen. 

Unsicher war aber noch die Struktur des Phorbinkems im Bacterio- 
chlorophyll hinsichtlich des Wasserstoffgehalts geblieben. Die analytische 
Untersuchung von H. Fischer und R. Lambrecht (526) lieferte fiir eine 
Reihe griiner Bacterio-chlorophyll-Derivate bemerkenswert hohe Wasser- 
stoffwerte, die einem hoheren Wasserstoffgehalt, als er,in den Chloro- 
phyllen gefunden wird, entsprachen. Die erwsdinten Forscher konnten 
Bacterio-methylphaophorbid durch Dehydrierung mit Sauerstoff in 
Schwefelsaure in 2-Acetyl*(2-desvinyl*)phaophorbid a iiberfuhren. Die 
quantitative Dehydrierung von Bacterio-methylphaophorbid und Bac- 
terio-chlorintrimethylester verbrauchte etwas mehr als 0,5 Mol Og, ohne 
daB Porph3a*in isoliert werden konnte. Diese Befunde veranlaBten die 
Autoren zur Formulierung eines Dihydro-phorbin-Kems (Tetrahydro- 
porphin-Kems) ftir Bacterio-chlorophyll: 

CH3 



Nach alien bisher ausgefiihrten Versuchen besitzt das Bacterio- 
chlorophyll zwei Kem-Wasserstoffatome mehr als Chlorophyll. Ihre 
Anordnung in 1,2-Stellung des Porphinrings 0 ff,) 5 '-Stelltmg des Pyrrol- 
kerns I) ist zwar willkiirlich, doch werden damit, in Beriicksichtigung der 
Schreibweise des Phorbinkems nach A. Stern und H. Wenderlein 
(vgl. S, 210) alle vier tiberzahligen H-Atome so angeordnet, daB die 
fortlaufende Konjugation der Kem-Doppelbindungen nicht unter- 
brochen wird. 
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In der Folge haben H. Fischer, W. Lautsch und K.-H. Lin (j 28 ) die 
nebenstehende Formel des Bacterio-chlorophylls weiterhin uberpriift. 
Die Autoren versuchten, 2-Acetylverbindungen hoherer Chlorophyll- 
derivate herzustellen, um diese mit den entsprechenden Dehydrierungs- 
produkten des Bacterio-chlorophylls zu vergleichen. Es gelang, an die 
Vinylgruppe des Chlorin e^-trimethylesters Bromwasserstoff anzulagem, 
das Brom gegen Hydroxyl auszutauschen und den so gebildeten 2-iX-Oxy- 
meso-chlorin ee-trimethylester durch Oxydation mit Kaliumpermanganat 
in Pyridinlosung in den 2-Acetyl-chlorin Ce-trimethylester tiberzufiihren. 
Sowohl diese Verbindung als auch das daraus [nach {130)] dargestellte 
2-Acetyl-methylphaophorbid a wurden trotz einer Abweichung im 
Drehwert als identisch mit den entsprechenden dehydrierten Derivaten 
des Bacterio-chlorophylls angesehen. 

H. Fischer, R. Lambrecht und H. Mittenzwei (527) wiesen in 
Thiocystis-Bakterien Chlorophyllase nach und aeigten, daO Bacterio- 
chlorophyll und seine Derivate in gleicher Weise wie die entsprechenden 
Chlorophyllabkommlinge Umsetzungen mittels Chlorophyllase zuganglich 
sind. Aus Bacterio-phaophytin isolierten sie in normaler Ausbeute (Phytol- 
zahl: 32,96 gegeniiber dem theoretischen Wert 33,34) einen hoheren Fett- 
alkohol, dessen Analyse die fiir Phytol berechneten Werte ergab. Dieser 
Befund bildet eine weitere wichtige Stiitze fur die nahe Verwandtschaft 
des Bacterio-chlorophylls mit den griinen Blattfarbstoffen. Parallelit^t 
besteht auch in bezug auf die Umwandlung des Bacterio-methylph^o- 
phorbids in ein Purpurin, den Bacterio-purpurin 7-trimethylester, der 
in Oxo-rhodoporphyrin tibergefiihrt werden konnte. 

Die fiir Bacterio-chlorophyll entwickelte Formulierung als Dihydro- 
phorbin (= Tetrahydro-porph]yrin) ist durch spektrographische Unter- 
suchungen von A.* Stern imd F. Pruckner [erwahnt in (327)] bestatigt 
worden. Die erwartete optische Aktivitat des Bacterio-chlorophylls^ war 
infolge der bis ins Infrarot reichenden Absorption bisher nicht nachweisbar. 
Dagegen zeigt das aus Bacterio-chlorophyll darstellbare 2-Acetyl-methyl- 
phaophorbid a Linksdrehung, so daB auch fiir Bacterio-chlorophyll selbst 
Asymmetric anzunehmen ist. 

Die Untersuchungen an Chlorobakterien (JJ5), deren phase-positiver 
Farbstoff sowohl dem Chlorophyll als auch dem Bacterio-chlorophyll 
nahezustehen scheint, seien hier nur erwahnt. 


V. Protochlorophyll. 

Der Begriff „Protochlorophyir‘ stammt von N. A. Monteverde (353) 
und bezeichnet den griinen Farbstoff, der in etiolierten Pflanzen imd in 
Samenh^uten gebildet wird. Er stdiit dem Chlorophyll nahe und geht 
bei Belichtung in dieses iiber. 

X5^ 
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Gemessen an der umfassenden Kenntnis, die wir heute iiber Chloro¬ 
phyll besitzen, weist unser Wissen iil^r Protochlorophyll noch manche 
Lticke auf. N. A. Monteverde und W. N. Lubimenko (334) haben 
zuerst Rohextrakte von Protochlorophyll untersucht und durch ihre 
Absorptionsspektren charakterisiert. 

Eingehender beschaftigten sich in neuerer Zeit K. Noack und W. Kiess¬ 
ling [(355—358), vgl. auch P. Rothemund (J59)] mit Protochlorophyll. 
Sie verwendeten als Ausgangsmaterial die Samenhaute des Speisekiirbis. 
Protochlorophyll ist von diesen Autoren als einheitlicher Stoff angesehen 
worden; erst in jiingster Zeit hat A. Seybold (360) an Hand chromato- 
graphischer Versuche die schon von W. N. Lubimenko und N. N. Gorti- 
KOWA (352) vermutete Existenz zweier Komponenten a und b nachge- 
wiesen. Es ist wahrscheinlich, daB die blaugriine Komponente a des Proto¬ 
chlorophylls die Vorstufe des Chlorophylls a und das gelbgriine Proto¬ 
chlorophyll b die des Chlorophylls b darstellt. 

K. Noack und W. Kiessling haben nachgewiesen, daB Protochloro¬ 
phyll Magnesium in komplexer Bindung enthalt und haben auch Versuche 
zu seiner Wiedereinfiihrung angegeben. Phytol ist in Protochlorophylf 
noch nicht mit Sicherheit nachgewiesen worden. 

Fiir die Bewertung der Befunde von K. Noack und W. Kiessling {333 
bis 338) ist zu beriicksichtigen, daB sie vor dem Nachweis zweier Proto- 
chlorophyllkomponenten erhoben worden sind, also vorwiegend fiir die 
in groBerer Menge auftretende Komponente a Geltung haben. Im iibrigen 
muB darauf hingewiesen werden, daB K. Noack und W. Kiessling fiir 
die bisher bekannten Derivate des Protochlorophylls Bezeichnungen 
wShlten, die sich an Namen anlehnen, wie sie fiir die griinen Ver- 
bindungen der Chlorophyllchemie iiblich sind, wahrend sie selbst an- 
geben, daB alle Derivate des Protochlorophylls, und, wie erg^nzend 
hinzugefiigt sei, auch Protochlorophyll selbst, der Reihe der Porphyrine 
angehoren. 

Auf Grund unserer heutigen Kenntnis von der Konstitution der 
Chlorophylle miissen wir somit die Ansicht von K. Noack und W. Kiess- 
LiNG, wonach die Bildung des Chlorophylls aus Protochlorophyll als 
photo-oxydativer Vorgang aufgefaBt wird, durch die Vorstellung ersetzen, 
daB die unter der Einwirkung des Lichts in der lebenden Zelle sich voll- 
ziehende Umwandlung des Protochlorophylls in Chlorophyll ein Reduk- 
tionsvorgang ist, der in der Addition zweier Wasserstoffatome an den 
Porphinkern des Protochlorophylls bestehen diirfte. 

Nach K. Noack und W. Kiessling gibt eine Ldsung von Proto¬ 
chlorophyll beim Schiitteln mit S8.uren imter Abspaltung des Magnesiums 
Protophdophytin, dessen Absorptionsspektrum dem des Phylloerythrins 
sehr ahnlich, dagegen um 5—7 m/« nach dem langwelligeren Ende des 
Spektrums verschoben ist. Farbe und Spektrum, ebenso wie die BasizitJlt, 
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lassen keinen Zweifel daruber, daB im ProtophS-ophytin ein Porphyrin 
vorliegt. Einen Hinw^is auf die Natur dieses Porphyrins erhielten die 
Autoren an Hand verschiedener Vergleiche mit aus Chlorophyll gewon- 
nenen Porphyrinen. Sie kamen zum Schlusse, daB das aus Protoph^o- 
phytin durch Methanolyse dargestellte Protomethylphaophorbid iden- 
tisch sei mit einem aus Methylphaophorbid a durch Reduktion mit Eisen 
und Soproz. AmeisensSlure und Reoxydation erhaltlichen neuen Por¬ 
phyrin, dem die Formel C3^H3^05N4 zukommt und das zwei OCH3-Gruppen 
enthalt. Diese Annahme konnte’durch die Uberfiihrung der beiden Por- 
phyrin-dimethylester in idehtische Trimethylester mit der Formel 
C87H4QOeN4 erhartet werden. Auch die Riickverwandlung dieser ,,Proto- 
phytochlorin-trimethylester'* genannten Porphyrine, die wahrscheinlich 
als Derivate des Chloroporphyrin Ce-trimethylesters aufgefaBt werden 
miissen, in Monomethylester mit 5 Sauerstoffatomen, haben K. Noack 
und W. Kiessling durchgefiihrt. 

Aus diesen und weiteren Versuchen, auf die an dieser Stelle nicht 
eingegangen werden kann, erscheint heute die Annahme berechtigt, daB 
Protochlorophyll in vielfacher Hinsicht dem natiirlichen Chlorophyll 
bzw. den diesem zugrunde liegenden Porphyrinen sehr nahe steht. Proto- 
methylphaophorbid ist ein von Phaoporphyrin ag-methylester nur wenig 
abweichendes Porphyrin; es dtirfte den isozyklischen Seitenring ent- 
halten und sich vom Phaoporphyrin ag-methylester vielleicht nur dadurch 
unterscheiden, daB es die 2 -Vinylgruppe aufweist. Die Protochlorophylle a 
und b selbst wiren dann die Magnesiumkomplexe der entsprechenden, 
mit Methylalkohol und Phytol veresterten Porphyrin-dicarbonsauren. 

VI, Funktion und Zustand des Chlorophylls im Blatte. 

z. Das Chlorophyll im Assimilationsproze 0 , 

Es wiirde iiber den Rahmen dieses Aufsatzes, der vom Chlorophyll 
selbst handelt, hinausgehen, wollte man eine vollst^ndige Obersicht fiber 
die neueren Arbeiten auf dem Gebiet der Photosynthese geben. Wir 
verweisen auf die Monographien fiber die Kohlensaureassimilation von 
R. WiLLSTATTER und A. SxoLL (J07), von H. A. Spoehr {410), von 
W. Stiles {411) und von R. Wurmser (424), denen in neuerer Zeit die 
Abhandlungen und Aufsatze von O. Warburg (4x6, 417), von K. Noack 
[403, 406), von J. Franck (374,377,379), von A. Stoll {412, 413), von 
R. Emerson {370, 371,372) imd von H. Gaffron und K. Wohl 3S4, 
423) folgten, sowie auf die ausfflhrliche Darstellung von W. N. Lubi- 
menko (402) in russischer Sprache, und geben hier nur einen knappen 
Bericht fiber die heute einander gegenfiberstehenden Ansichten vom 
Wesen der Photosynthese. Damit im Zusammenhang und eng verkntipft 
mit dem Blattpigment steht die Frage nach dem Zustand des Chlorophylls 
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in der assimilierenden Zelle, zu dessen Kenntnis im folgenden Abschnitt 
•einige experimentelle BeitrSlge geliefert werden. 

Alle griinen Pflanzen vermogen im Lichte aus den Substraten Kohlen- 
saure und Wasser Kohlehydrate aufzubauen, wobei sie eine der aufge- 
nommenen Kohlensaure genau aquivalente (J07) Menge Sauerstoff aus- 
scheiden. Dieser ReduktionsprozeB der KohlensSure zur Stufe des Form¬ 
aldehydes erhalt die zu seinem Ablauf notige Energie von zirka 
120000 cal./Mol ausschlieBlich oder fast ausschlieBlich durch die sichtbare 
Lichtstrahlung, die vom Chlorophyll aufgenommen und mit einem 
erstaimlich hohen Wirkungsgrad (^27) in chemische Energie transfor- 
miert wird. Der ProzeB der Photos)mthese lauft, ohne daB das Chlorophyll 
dabei erkennbar verandert wird (J07), in auBerordentlich kurzen Zeiten 
(369) als unteilbares Ganzes ab. Es ist bisher nicht mdglich gewesen, 
Zwischenprodukte des Assimilationsprozesses abzufangen oder zu iso- 
lieren, ebensowenig wie es gelungen ist, die Photosynthese in ihrem ganzen 
Ablauf Oder als Teilvorgang auBerhalb der lebenden Zelle zu vollziehen. 
So hat sich die Erforschung des photosynthetischen Prozesses bisher im 
wesentlichen auf das Studium der Abhangigkeit von auBeren Faktoren 
beschranken mussen und ergeben, daB der Assimilationsvorgang aus 
mindestens zwei gekoppelten Teilvorgangen besteht, von denen der eine, 
die Energietransformation, ihrem Wesen nach als „Photoreaktion” auf- 
zufassen ist, wahrend der andere, chemische, den Charakter eines enzy- 
matischen Prozesses besitzt. Die Beteiligung des Chlorophylls an der 
auBerst schnell ablaufenden Photoreaktion ist imangefochten; ob sich der 
eneymatische TeilprozeB, der als „BLACKMANsche Reaktion** {364) be- 
zeichnet wird, ebenfalls unter der Mitwirkung des Chlorophylls vollzieht, 
ist umstritten. Infolgedessen ist auch die Frage, ob sich das Chlorophyll 
nur physikalisch, als Lichtsensibilisator, oder als assimilatorisches Fer¬ 
ment auch chemisch beteiligt, noch nicht entschieden worden. Mit- 
bestimmend fiir den Verlauf der Photosynthese und noch wenig erforscht 
sind die Vor- und Nachreaktionen, wie die Absorption der Kohlensaure 
und ihre Uberfiihrung in reaktionsfahige Form oder die Abspaltung des 
molekularen Sauerstoffs und die Weiterverarbeitung des primaren 
Assimilates zu Kohlehydrat. 

O. Warburg hat gezeigt, daB zur Reduktion eines Mols Kohlensaure 
4 Lichtquanten notig sind. Neuere Versuche von R. Emerson und Mit- 
arbeitem, in denen bei intermittierender Belichtung die BtACKMANsche 
Reaktion als limitierender Faktor die Assimilationsleistung bestimmte, 
fiihrten zum Begriff der „Assimilationseinheit‘', welche bedeutet, dafl nur 
eine Vielzahl von Chlorophyllmolekiilen, als Einheit zusammengefaBt, die 
Reduktion eines Kohlensauremolekiils bewirken konne. Diese neuartige 
Auffassung, deren Begriindung (369) hier zu weit fiihren wiirde, weist dem 
Chlorophyll ausschlieBlich die Rolle eines Sensibilisators zu {384). Damit 
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wird allerdings iiber die chemischen Einrichtungen des Assimilations- 
apparates, welche die stoffliche Umwandlung bei der Kohlensaure- 
reduktion vermitteln, nichts ausgesagt. Nach wie vor bleibt es eine Haupt- 
aufgabe, die Natur der Stoffe, die sich am AssimilationsprozeB beteiligen, 
in dem Zustand kennenzulemen, wie sie sich in der assimilierenden 
Zelle vorfinden, um mit ihrer Mitwirkung schlieBlich in Teilvorginge 
einzudringen oder Zwischenprodukte zu fassen. Am nachsten liegen 
Untersuchungen iiber den Zustand des Chlorophylls im Blatt. 

2. Das Chloroplastin, 

Die auBerordentliche Best^ndigkeit des Chlorophylls im lebenden 
Blatt gegen Licht und andere auBere Einfliisse steht in auffallendem 
Gegensatz zu der hohen Empfindlichkeit des Blattfarbstoffs in kiinstlich 
hergestellten Losungen. Besonders eindringlich haben R. Willstatter 
und A. Stoll [(J07), I. Abhandlung] auf die Lichtresistenz des Chloro¬ 
phylls im lebenden Blatt aufmerksam gemacht. Unter starkster Belichtung 
und bei maximaler Assimilationst^tigkeit gelang es nicht, die Blatt- 
pigmente zu verandem, wahrend anderseits schon diffuses Tageslicht 
sowohl echte Losungen von Chlorophyll in organischen Medien als auch 
waBrige kolloidale Losungen des reinen Pigments bald zerstdrt. Die 
Autoren erblickten in der Empfindlichkeit des aus der lebenden Zelle 
abgetrennten Chlorophylls gegen Licht wie gegen Sauerstoff und Kohlen- 
saure eine der Hauptursachen fiir das MiBlingen ihrer photosynthetischen 
Versuche mit reinem Blattfarbstoff. Sie wiesen auf die notwendigerweise 
vorhandene Schutzvorrichtimg im Blatte hin und betonten die Aufgabe 
der chemischen Analyse zur Erforschung der farblosen Begleitstoffe des 
Chlorophylls. 

Einige Jahre spater hat W. N. Lubimenko (401) die Darstellung 
waBriger Chlorophyllosungen aus Blattem von Aspidistra elatior be- 
schrieben; Farbe, Spektrum und Resistenz dieser Losungen gegeniiber 
Licht, Sauerstoff und Kohlensaure stimmten mit dem Farbstoff lebender 
Blatter iiberein. W. N. Lubimenko sprach die Ansicht aus, daB das Chloro¬ 
phyll im Blatt ebenso wie in diesen waBrigen Losungen an Proteide ge- 
bunden sei und daB es seine Resistenz diesem Umstand verdanke. 

Die Auffassung, daB das Chlorophyll Bestandteil eines EiweiBkom- 
plexes sei, ist in der Literatur immer wieder aufgetaucht [z. B. J92—^397, 
406)1 und wurde auch von L. M. G. Baas Becking {362,363) neuerdings 
vertreten und mit histologischen Untersuchungen gestiitzt, wobei der 
Autor auch eine Bindung an Lipoide annahm. Gleichzeitig vertrat 
A. Stoll {413), ausgehend von der Auffassimg des Chlorophylls als 
„assimilatorisches Ferment**, in Analogic zu den heute geltenden Vor- 
stellungen fiber den Bau der Fermente aus prosthetischer Gruppe \md 
Kolloid, die Ansicht, daB das Pigment im Chloroplasten an ein Kolloid 



232 


A. Stoll und E. Wiedemann 


(EiweiB) gebunden sein miisse. Experimentell gestiitzt war diese Arbeits- 
hypothese haupts&chlich durch die Unterschiede zwischen dem Pigment 
im Blatt einerseits und dem reinen Chlorophyll anderseits im Verhalten 
gegentiber Losungsmitteln. A. Stoll {413) hat fiir das Chloroplasten- 
kolloid die Bezeichnung ,,Chlaroplasttn** vorgeschlageh. Es sei in diesem 
Zusammenhang auf AnalogiefSllle bei anderen Naturstoffen hingewiesen, 
z. B. auf das Hemoglobin, das gelbe Atmungsferment, das Pigment der 
Crustaceen, in welch letzterem das sauerstoffempfindliche Carotinoid 
Astacin als relativ stabile EiweiBverbindung vorkommt. 

Neuere Untersuchungen von A. Stoll und E. Wiedemann {414) 
haben die Beobachtungen von W. N. Lubimenko bestetigt und ergenzt. 
Die Darstellung intensiv grtiner, wafiriger Chloroplastinlosungen gelang 
aus einer Reihe ganz verschiedener Pflanzen, z. B. aus den Blattem von 
Spinat, von Brennesseln, Weizen, Roggen, Gerste, Gras, von Sonnen- 
blumen, von Klee- und Bohnenblettem, aus den BlSttem der Tomaten- 
und der Gurkenpflanzen usw. Qualitativ stimmen die frisch bereiteten 
Chloroplastinlosungen verschiedener Herkunft weitgehend iiberein. Sie 
entsprechen in bezug auf das Spektruiti, die Fluoreszenz, die Resistenz 
gegeniiber Licht, Sauerstoff und Kohlensaure dem Farbstoff leben- 
der Blatter. 

Die unter AusschluB von Metall bei niederer Temperatur fein 
zerriebene Blattsubstanz liefert mit destilliertem Wasser Losungen, die 
auch nach dem Abzentrifugieren der festen Blattpartikelchen noch sehr 
unrein sind. Es gelingt indessen, geldste farblose und breunlich gefarbte 
Begleitstoffe durch wiederholte fraktionierte Umfallung mit Ammonium- 
sulfat zu entfemen. Diese Operation bringt bei Temperaturen wenig 
fiber o® keine erheblichen Verluste durch Denaturierung. Das Chloro- 
plastin fallt stets zuerst aus und es bleibt bei raschem Arbeiten schon 
bei der ersten Fallung ein groBer Teil der Begleitstoffe, auch anderes 
EiweiB, in Ldsung. Werden die tiefgriinen Fallungen sogleich, d. h. noch 
feucht, mit destilliertem Wasser oder mit Puffergemischen vom pn «= 
= 7,0 bis 7.6 aufgenommen, so wird bei einer anschlieBenden Zentri- 
fugierung nur sehr wenig denaturiertes Material sedimehtiert. Anderer- 
seits ist mit einer zweimaligen Wiederholung der Umfallungsoperation 
deren Wirksamkeit erschopft; die iiberstehende Ldsung enthalt bei 
einer dritten Umfallung nur noch unbedeutende Mengen von Begleit- 
stoffen. Eine weitere Reinigung des Chloroplastins wurde durch Zentri- 
fugieren bei hoher Tourenzahl (45000 T. p. M.) erreicht, wobei das 
Farbkolloid zu sedimentieren beginnt, indessen in destilliertem Wasser 
Idslich bleibt. SchlieBlich konnten Chloroplastinlosungen dmch mehr- 
tagige Dialyse gegen flieBendes destiUiertes Wasser bei o—2® unter 
Anwendung von Cellophan-Membranen von dialysablen Begleitstoffen 
befreit werden. 
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Das gereinigte Chloroplastin ist, in destilliertem Wasser aufgeldst, 
von tiefgniner Farbe und bei pn == 7,2 bis 7,4 und o bis 2® monatelang 
unverandert haltbar. Anderungen des pn-Wertes, Erhohung der Tem- 
peratur oder Wasserentzug durch Trocknen des ausgefallten Chloro- 
plastins denaturieren es. Dagegen sind Chloroplastinlosungen auBerst 
resistant gegeniiber intensive! Bestrahlung auch bei Anwesenheit von 
Luft. Sie vertragen beispielsweise eine 25stiindige Belichtung mit 
40000 Lux weiBen Lichtes (etwa Sonnenstarke) an Luft ohne nach- 
weisbare Schadigung, wahrend echte Losungen von Chlorophyll in 
organischen Losungsmitteln Oder waBrige koUoidale Losungen des Blatt- 
griins gleicher Konzentration unter gleicher Belichtung total zerstort 
warden. Die mikroskopische Untersuchung gereinigter Chloroplastin¬ 
losungen laBt im Hellfeld auch bei starksten VergroBerungen mit 
Immersionssystemen keine Partikelchen erkennen; im Dunkelfeld er- 
scheinen die Losungen entweder optisch leer oder sie zeigen eine 
lebhafte BnowNsche Bewegung der durch Agglomeration von Chloro- 
plastin-Molekiilen gebildeten Partikeln. Das Spektrum waBriger Chloro¬ 
plastinlosungen stimmt mit dem Spektrum lebender Blatter iiberein und 
unterscheidet sich vom Spektrum der Blattfarbstoffe in organischen 
Solvenzien im wesentlichen bloB durch eine Verschiebung um etwa 
2 omfi gegen das rote Ende des Spektrums hin. Die kolloidale Losung 
von reinem Chlorophyll in Washer zeigt eine ahnliche Rotverschiebung, 
doch fehlt im Spektrum der koUoidalen Losung die feine Gliederung 
in eine Schar von Absorptionsbanden, wie sie die echte Losung in 
organischen Solvenzien, das Blatt und das Chloroplastin aufweisen, 
dessen Absorptionsbanden sich in folgenden Spektralbezirken abzeichnen: 

I: 690—642, II: 630—615, III: 600—570 (unscharf), IV: 550—530 (unscharf), 

666 623 585 540 

iibergehend in die Endabsorption bei zirka 520 m/i. Intensitkten I; II. III. IV. 

Intakte Chloroplastinlosungen farben den Ather beim Durchschiitteln 
nicht an; da sie indessen durch Elektrolyte sehr leicht gespalten werden, 
so bewirkt der Zusatz eines Salzes, z. B. Kochsalz, daB die Farbstoffe 
beim Schtitteln sofort in Ather iibergehen und diesen schon griin anfarben, 
wahrend an der Grenzflache der beiden Losungsmittel das EiweiB gelblich 
ausflockt. Mit dieser ,,SpaUungsreaktion** ist die Analyse des Chloro- 
plastins, das noch nicht in reiner Form vorliegt, eingeleitet worden. 
Die bisher untersuchten Chloroplastinpraparate bestehen zu zirka aus 
EiweiB, zu einem relativ groBen Teil (Vio bis aus lipoidartigen Stoffen, 
die nach der Spaltung des Kolloids mit den Pigmenten in Ather fiber 
gehen, wahrend der Farbstoffanteil hochstens betragt. Von Bedeutung 
erscheint die Beobachtung, daB die 4 Chloroplastenfarbstoffe: Chloro¬ 
phyll a, Chlorophyll b, Carotin und Xanthophyll im Chloroplastin in 
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demselben Mengenverhaltnis vorkommen wie im griinen Blatt, und daB 
es in keinem Fall gelungen ist, dieses Verhaltnis zu verschieben oder 
einzelne Farbstoffkomponenten abzutrennen, ohne das Chloroplastin zu 
zerstoren. 

Assimilationsversuche mit Chloroplastinlosungen sind bisher unter 
sehr verschiedenen Bedingungen negativ verlaufen, doch scheint es nicht 
ausgeschlossen, daB es mit Hilfe des Chloroplastins, in dem die Blatt- 
farbstoffe nun resistent und in genuiner Form vorliegen, gelingt, Einblick 
in Teilvorgange des photosynthetischen Prozesses zu gewinnen. 


Verzeichnis der in der vorliegenden Arbeit besprochenen 
Chlorophyll-Substanzen. 

Ausfiihrlichere Behandlun^ und Wiedergabe von Fonneln wichtiger Chlorophyll-Substanzen sind durch 
halbfette Seitenzahlen hervorgehoben. 


2-Acetyl-chlorin ej-trimethylester 221. 
2-Acetyl-methylphaophorbid a 227f. 
2-Acetyl-phaophorbid a 226. 
2-Acetyl-phaoporphyTin aj 225 ff. 
Athylchlorophyllid 161. 
Athylchlorophyllid a 166 (Tab. 1), 186. 
Athylchlorophyllid b 186. 
Athylphaophorbide 186. 
Athylphaophorbid a 166 (Tab. i). 
Atiophyllin 165. 

Atioporphyrine 169, 177, 221. 
Atioporphyrin III 168, 174, 177. 
Allo-phaoporphyrin a^ 180, 181 (Tab. 4). 

Bacterio-chlorin 222. 
Bacterio-chlorin-trimethylester 225. 
Bacterio-chlorophyll 222 fF. 
Bacterio-isochlorophyllin 224. 
Bacterio-methylphaophorbid 223!., 226!. 
Bacterio'phaophorbid 223, 225. 
Bacterio-phSLophytin .223, 227. 
„Bacterio>phaoporphyrin 7“ 22411. 

»,Bacterio>phaoporphyrin 12“ 224!. 
Bacterio-phorbide 223. 
.,Bacterio-porph3rrin 6" 224. 
,3acterio*porphyrm 12“ 224. 
Bacterio-purpurin- 7-trimethylester 227. 


„Bacterio-rhodin“ 224. 

Benzoylverbindung von Methyl-phao- 
phorbid a 187, 212. 

Benzoylverbindung von Phaophorbid a 
187. 

BoRODiNsche Kristalle 161. 

Bromiertes Kryptopyrrol-methen I 179. 

5-Brom-4,3'-dimethyl-5'-brommethyl- 

3,4'-diathyl-pyrromethen-bromhydrat 

179. 

3-Bromvinyl-3'-propionsaure-4,4',5'-tri- 
methyl-5-carbonsaure-pyrromethen- 
bromhydrat 179. 

Chlorine 171, 184, 202f, 211, 213. 

Chlorine, schwachbasische^instabile) 165, 
i79f., 182, 184. 209. 

Chlorine, synthetische 171, 184, 202, 204, 
221. 

Chlorin e® 162 fF., 166 (Tab. i), 170 (Tab. 2), 
171 ff. (Tab. 3), 180, 1841., 188 (Tab. 6), 
194f., 202, 209f., 215, 217, 220f. 

Chlorin e«*dimethylester 217f. 

Chlorin Cg-trimethylester 172, 182, 187, 
208, 220, 227. 

Chlorin e^-trimethylester-hamin 199. 

Chlorin e4-}/-ox3rmethyl-lacton 209 f. 
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Chlorin f 207. 

Chlorin k 2x0. 

Chlorin*Kupfer-Komplexe 204. 

Chlorin p, id2f. (Tab. 5), 208 f. 
Chlorophyll a 160, i63f.. 166 (Tab. ih 
184, 185 f., 187, X93, 198 ff., 205, 

2o6f., 210, 212f., 22of., 223f., 228, 233. 
Chlorophyll b 160, 163, 165 f. (Tab. i). 
184, 185 f., 187 ff., 193. 198 ff., 205, 
306, 208, 22o£., 222f., 228, 233. 
Chlorophyllase, 161. 166 (Tab. i), 2i2f.. 
227. 

Chlorophyll'Losung, kolloidale 231!. 
Chlorophyll*Ldsung, w&Brige 231. 
Chlorophyllide 161, 186, 213. 
Chlorophyllid a 166 (Tab. i), 213. 
Chlorophyllid b 214. 

Chlorophylline 164, 202. 

Chloroplastin 231 ff. 

Chloroporphyrine e I7if., 203. 
Chloroporphyrin 64 173 (Tab. 3), 176, 

181 (Tab. 4). 

Chloroporph)rrin Cj 169 (FuBnote 2), 172. 

i8x (Tab. 4). 215. 

Chloroporphyrine, 1721. (Tab. 3), 

i8of. (Tab. 4). 184, i88f. (Tab. 6). 195. 
Chloroporphyrin e^-lacton i8of. (Tab. 4). 
Chloroporphyrin Cj-trimethylester 229. 

Deskthyl-desoxo-phylloerythrin i96f. 

2- Desftthyl-phylloerythrin-methylester 
198. 

3- Desmethyl-desoxo-phylloerythrin X92f. 
Desoxo-phylloerythrin X73 (Tab. 3). 

176 ff., X96, 2x4!, 221. 
2-Desvinyl-chlorin e, 199. 
2-Desvinyl-3-desforinyl-pyro-phaophor- 
bid b (-methylester) X99. 
2-Desvinyl*pyro-phaophorbid a-methyl- 
ester 198. 

Diazoessigester-chlorin eg-trimethylester 
208. 

Diazoessigester*methylphaophorbid a X98. 
Diazoessigester-phaophorbid a 198. 
Diazoe8sigester*phaophorbid b X98. 
Diazoessigester-phaoporphyrin b, 198. 
Diazoessigester-phylloerythrin-ester X98. 


Diazoessigester*protoporphyrm x 97 f. 
Diazoessigester-pyrophaophorbid a 198. 
Dihydro-chlorine 204. 

Dihydro-chlorin e, 194. 
Dihydro-chlorophyll 2x1 (FuBnote 2). 
Dihydro-phaophorbide 197, 211 (Fufl- 
note 2), 213. 

Dihydro-phaophorbid a 194I. 
Dihydro-phorbin (-Kern) 226f. 
Dihydro-phyllo-chlorin 204. 
5,6-Dihydro-porphyrine 171, 203. 
Dihydro-porphin-Kern 202 ff. 
Dipyrryl-methane 178. 

Dipjrrryl-methene i77ff. 

EiweiB, Bindung des Chlorophylls an 231 f. 
Erythroporphyrin 169 (FuBnote x). 
2-Formyl-3-bromvinyl-4-methyl-5-car- 
bonsaure-pyrrol X78. 
6-Formyl-isochloroporph)rrin e4 2J9‘ 
b-Formyl-phylloporphyrin 216. 
Fonnyl-porphyrine 195. 

Hamatinsaure (-ester) -imid i67» 197. 
Hamin 168, 174, X77. 198. 

Hamoglobin 232. 

Hamopyrrol 167. 
Hamop3nTol-carbonsaure 178. 

Iso-chlorin 64 219. 

Iso-chlorin e4-dimethylester 2X7f. 
Isochlorophyllin a 165 f. (Tab. x). 
Isochlorophyllin b 165. 
Iso-chloroporphyrin e4 217, 2x9. 
Iso-chloroporphyrin e4-dimethylester 
2X7f. 

Iso-hamopyrrol 167. 

Iso-phaoporphyrin a, i8x (Tab. 4). 

Kryptopyrrol 167, 179. 

Leukoverbindungen von Chlorophyllderi* 
vaten X7X, 1941, 203, 21X .(FuBnote 2). 

Magnesium^ komplexe Bindung des 161. 
X65, 229. 

Magnesium, Einffihxung des 164, x86, 
2 X 3 ff., 220 f. 

Magnesium, Nachweis des x6i. 223, 228. 
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MesO'Chlorine 204. 

MesO'iso*chlorin 64 219. 
Meso>ph£iophorbid a 219. 
Meso-phyllo-chlorin = Dihydro-phyllo- 
chlorin. 

Mesoporph3rrin III 177, 196. 
Meso-p3rroph&ophorbid a 219. 
6-Methoxyxnethyl*phyllo-hAmin 215, 
Methyl-Athyl-maleinimid 167. 

3,4-Mcthyl-athyl-pyrrol 167. 
Methylchlorophyllid 161, 163. 
Methylchlorophyllid a 166 (Tab. 1), 186. 
Methylchlorophyllid b 186. 
MethylphAophorbid a 166 (Tab. i), 182. 

187, 200, 212, 22of., 229. 
MethylphAophorbid b 190 (Tab. 7), 200, 
212, 220f. 

MethylphAophorbid b-dioxim 190 (Tab. 7). 
MethylphAophorbid b-monoxim I 190 
(Tab. 7), 

y-Methyl-pyrroporphyrin 177. 

Neo-phaoporph3Tin a4 180 f. (Tab. 4). 
Neo-rhodin-porphyrin gj 202. 

Opsopyrrol 167. 

Oxime der PhAophorbide a 187. 

Oxime der PhAophorbide b 188 ff. (Tab. 7). 
Oxo-phAoporphyrin a^ 225. 
Oxo-phylloerythrin (-methylester) 196!. 
Oxo-porphyxine 195!. 
Oxo-rhodoporphyrin 227. 
9-Oxy-desoxo-phylloerythrin 216, 

9- Oxy-desoxo-phAoporphyrin aj 191, 217. 
2“«-Oxy-meso-chlorin e^-trimethylester 

227. 

b-Oxymethyl-phylloporphyrin 215. 

10- Oxy-phAoporphyrin a^ 181 (Tab. 4) 

PhAophorbide i63ff., 20311., 211, 213!. 

(vgl. auch: Phorbide). 

PhAophorbid a 163, 166 (Tab. i), 172!. 
(Tab. 3), i8of. (Tab. 4), 184!., 187, 
188 (Tab. 6), I93ff., 198!., 200, 201 
(FnBnote), 202,207, 209, 212!, 217,225. 
PhAophorbid b 163, 185, x88ff. (Tab. 6), 
(Tab. 7), 193, 198!., 200, 201, 202, 213f. 


PhAophorbid b^ 193. 

PhAophorbid b-dioxim 190 (Tab. 7). 

PhAophorbid b>monoxim I 190!. (Tab. 7). 

PhAophorbid b>monoxim II 190 (Tab. 7). 

PhAophytin (a + t>) i6i, 163, 165, 170 
(Tab. 2), 200. 

PhAophytin a 162, 164, 166 (Tab. i), 212, 
221. 

PhAophytin b 163, 221. 

PhAoporphjnrine a 171!., 174!., 202!., 211. 

PhAoporphyrin a, 172!. (Tab. 3), 175 f., 
181 (Tab. 4), 184, 187, i88f. (Tab. 6), 
191, 194!., 202, 213, 2i7ff., 225. 

PhAoporphyrin a^-methylester 229. 

PhAoporphyrin ag>oxim 175, 219. 

PhAoporphyrin ag i8of. (Tab. 4). 

PhAoporph5rrin a, i8of. (Tab. 4). 

PhAo|x>rph)rrin a^-trimethylester 181 
(Tab. 4). 

PhAoporphyrine b 171, 202!., 211. 

PhAoporphyrin bg i88f. (Tab. 6), I9ilf. 

PhAoporphyrin b^ 192 f. 

PhAoporphyrinogene 203. 

PhAoporphyrinogen a^ 195. 

PhAopurpurine 182!. (Tab. 5), 213, (vgl. 
auch : Purpurine). 

PhAopurpurin 5 209. 

PhAopurpurin 7 i82ff. (Tab. 5), 209!. 

PhAopurpurin 7-trimethylester 207, 209. 

PhAopurpurin 18 182 ff. (Tab. 5). 

PhAopurpurin i8-monomethylester 183 
(Tab. 5). 

PhAopurpurin i8-trimethylester 183 
(Tab. 5). 

Phorbide 171, 184, 203, 213 (vgl. auch: 
PhAophorbide). 

Phorbinkern 202fF., 205, 2iof., 221, 226. 

Phylline 169, 212. 

Phyllo-Atioporphyrin i69f. (Tab. 2), 175, 
177. 

Phyllochlorin S04, 206, 208. 

Phylloerythrin 172!. (Tab. 3), 176, 196, 
2i5ff., 221, 228. 

Phylloerythrin-oxim 172. 

Phylloporphyrin ibgf. (Tab. 2), 173 

(Tab. 3), 175, 177, 208, 215, 217, 221, 
224. 
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^-Phylloporphjrrin 169. 
Phylloporphyrin>6-carbons&uro 216. 
Phylloporphyrin-h^min 215. 

Phyllopyrrol 167. 

Phytochlorin e 162 (FuBnote). 

Phytol 161, 200, 206, 2i2f., 22of., 223, 
227, 228. 

Ph)rtorhodm g 162 (FuBnote). 
Phytylchlorophyllide 163. 

Porphin 204 f. 

Porphin-monopropions&ure III 177. 
Porphinkern 203ff., 208, 211, 221. 
Porph3rrin-Kupfer-Komplexe 204. 
Porphinring 168, 194, 201, 205, 206; 
226. 

Porphyrinogcne, siehe Phaoporphyrino- 
gene. 

Protochlorophyll 227 ff. 

Protochlorophyll a 228. 

Protochlorophyll b 228. 
Protomethylphaophorbid 229. 
„Protophaoporphyrin a“ 194, 199. 
..Protophaoporphyrin b*‘ 199. 
Protophaophytii> 228!. 
Protophytochlorin-trimethylester 229. 
Protoporphyrin (aus Hamin) 168, 195, 

197. 199. 

Pseudo-phylloerythrin 172 (FuBnote). 
Pseudo-verdoporphyrin 169 (FuBnote 2). 
Purpurine 179ff., 203!., 208 f., 227. 
Pyro-phaophorbide 200, 213, 
P5nro-phaophorbid a 196, 198, 200, 207, 
208, 220. 

Pyro-phaophorbid a-methylester 200. 
Pyro-phaophorbid a-methylester-hamin 

198. 

Pyro-phaophorbid b 200. 
Pyro-phaophorbid b-methylester 200. 
Pyro-phaophorbid b-methylester-hamin 

199. 

Pyro-phaophorbine 200, 202. 
Pyrro-atiDporphyrin 169!. (Tab. 2), 174, 
177 - 

Pyrrochlorin 208. 

Pyrroporphyrin 1691. (Tab. 2), i 73 ^» 
(Tab. 3), 177, 221, 224. 
Pyrroporphyrin-b-carbonsaure 210. 


I Rhodine 171. 204, 211, 213. 

' Rhodine, schwachbasische 165, 179. 

Rhodine, synthetische 171. 

Rhodin g, 208. 

Rhodin g^ 162ff., i7off. (Tab. 2), 185, 
188 (Tab. 6), 189!. (Tab. 7), 202, 22of. 

Rhodin gg 193. 

Rhodin g^-oxim 190 (Tab. 7). 

Rhodin g^-trimethylester 220. 

Rhodin k 208. 

Rhodin-porphyrine g 171, 203. 

Rhodinporphyrin gf 188 i. (Tab. 6), I9iff. 

Rhodinporph3rrin gg jgif. 

Rhodoporph)rrin i69f. (Tab. 2), I73ff. 
(Tab. 3), 210. 

Rhodo-porphyrin-y-carbonsaure 182 f. 
(Tab. 5). 

Rhodo-porph3nin-)/-carbonsaure- 
anhydrid i82f. (Tab. 5). 

Rhodotyp 211. 

Tetrahydro-porphyrin (-Kern) 226 f. 

1.3.5.8- Tetramethyl-4-athyl-6, y-cyclo- 
pentan-7-propionsaure-porphin 197. 

1.3.5.8- Teflramethyl-4-athyl- 7-propion- 
saure-porphin 197. 

1.3.5.8- Tetramethyl-2,4-diathyl-6-carbon- 
saure-7-propion8aure-y-es8igsaiu:e- 
porphin 176. 

1.3.5.8- Tetramethyl-2,4-diathyl-6,y- 
cyclopentanon-carbonsaure-methyl- 
e8ter-7-propionsaure-porphin 175. 

1.3.5.8- Tetramethyl-2,4-diathyl-7-pro- 
pionsaure-6-carbonsaure-porphin 174. 

1,3,5,8-Tetramethyl-2,4-diathyl-7-pro- 
pionsaure-y-methyl-porphin 175. 

1.3.5.8- Tetramethyl-2,4-diathyl-7-pro- 
pionsaure-porphin 174. 

1.3.5.8- Tetramethyl-2,4-divinyl-6,7-di- 
propionsaure-porphin 168. 

1.3.5.8- Tetramethyl-2,4,6-triathyl- 
porphin 174. 

1.3.5.8- Tetramethyl-2,4,7-triathyl- 
porphin 174. 

Verdoporphyrin 169 f. (Tab. 2). 202. 
2-Vinyl-phaoporphyrin ag 199. 

2-Vinyl-rhodoporphyrui 269 (FuBnote 2). 
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Anwendung physikalischer Methoden zur 
Erforschung von NaturstofFen: 

Form und Grofie dispergierter Molekiile. 
Rontgenographie. 

Von O. Kratky und H. Mark, Wien. 

(Mit 36 Abbildungen.) 

Einleitung. 

In dem vorliegenden Aufsatz soil versucht warden, die Anwendung 
physikalischer Methoden bei der Strukturermittlung von Naturstoffen zu 
schildem. Da bei einer vollstSLndigen Darstellung dieses Themas der Raum 
ganz erheblich den eines Sammelberichtes iiberschreiten miiBte, wird 
es gestattet sein, jene klassischen und wohlbekannten Zusammenh^nge 
zwischen chemischer Konstitution und physikalischen Eigenschaften auBer 
acht zu lassen, die schon seit Jahrzehnten geklart sind und von den 
organischen Chemikem bei ihren Untersuchungen laufend mitverwendet 
werden. Es erschien vielmehr richtig, diejenigen Methoden besonders in 
den Vordergrund zu stellen, die in der letzten Zeit bei der Untersuchung 
komplizierter Naturstoffe und insbesondere bei der Strukturaufklarung 
von hochpolymeren Substanzen Wichtiges geleistet haben. 

Hier ist an hervorragender Stelle die osmotische Methode zu nennen, die 
durch konsequente Fortbildung ihrer klassischen Ausfiihrungsform gegen- 
wartig eine auBerordentlich hohe Pr^ision erreicht hat, so daB es moglich 
ist, selbst sehr hochmolekulare Stoffe auf osmotischem Wege hinsichtlich 
der GroBe der in der Losung voneinander unabhangig bewegten Teilchen 
ausreichend zu charakterisieren. Die sehr interessante Frage iiber den 
Aggregationszustand hochmolekularer Stoffe in Losung schlieBt sich un- 
mittelbar an die Resultate dieser Untersuchungen an. 

In den letzten Jahren haben auch reine Diffusionsmessungen an Natur¬ 
stoffen so wichtige Beitr^ge zur Kenntnis der Form und GroBe der in 
Ldsung befindlichen MolekUle erbracht, daB auch hieriiber ein kurzer 
Abschnitt aufgenomnien werden konnte. 

Die bisher genannten Methoden lehnen sich eng an jene an, die dem 
organischen Chemiker bereits bei seinen Arbeiten von friiher her vertraut 
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waren und stellen im wesentlichen Verbesserungen und Verfeinerungen in 
der experimentellen Technik und der theoretischen Auswertung dar. 
Daneben sind aber eine Reihe ganz neuer Arbeitsverfahren hinzugekommen, 
denen wir wichtige Ziige in dem heute zu entwerfenden Bild iiber den 
Aufbau der komplizicrten Naturstoffe verdanken. Es sind dies die op- 
tischen Methoden, die Untersuchung der Vtskosiidt und die Ultrazentru 
fugierung. 

Von den ersteren ist es besonders die mit kurzen Wellen arbeitende 
Rdntgen-analyse, deren konsequenter Ausbau dazu gefuhrt hat, dafi man 
selbst recht komplizierte organische Molekiile bis in ihre letzten Einzel- 
heiten festlegen und ihre gegenseitige Anordnung im Kristall studieren 
kann. Hier schien es zweckm^Big, zunachst ein kurzes Kapitel iiber die 
Grundziige vorauszuschicken, um dann zur Besprechung spezieller Er- 
gebnisse iiberzugehen. In der vorliegenden Niederschrift behandeln wir 
vor allem die EiweiBkdrper als jene Substanzgruppe, in der seitens 
der Rontgenographie in den letzten Jahren die wichtigsten Beitrage 
geliefert wurden. 

Ein weiteres, ebenfalls sehr wichtiges und erfolgreiches Hilfsmittel zur 
Untersuchung hochmolekularer Naturstoffe ist die SvedbergscA^ UUra- 
zentrifuge. Im vorliegenden Aufsatz wird nur kurz auf die groBe Bedeutung 
dieser Untersuchungsmethode zur Bestimmung der Molekiilform ein- 
gegangen.. Da es den wenigsten Forschem vergonnt ist, mit diesem In¬ 
strument selbst zu arbeiten, durfte eine Besprechung von Apparatur 
und Theorie unterbleiben, um so mehr als ihr Schopfer selbst bereits 
zusammenfassende Darstellungen gegeben hat (65). 

Als die jiingste Methode, die zur quantitativen Charakterisierung hoch- 
polymerer Stoffe entwickelt worden ist, haben wir die Messung der Vis- 
kositdt ihrer Losungen zu nennen. Hier hat, nach anfanglichen Tastver- 
suchen zahlreicher Autoren, vor alleni Staudinger in seinen systema- 
tischen Studien den Weg fiir ein tiefergehendes Verstandnis bereitet, 
und heute befinden wir uns mitten in einer Entwicklung, die eine ver- 
l^Bliche quantitative Beziehung zwischen der Viskositat einer Ldsung und 
der GroBe und Form der in ihr suspendierten Teilchen anstrebt. Es ist 
beabsichtigt, dieses wichtige Forschungsgebiet in einem der folgenden 
Bande dieser „Fortschritte“ einer ausfuhrlichen Besprechung zuzu- 
fiihren. An dieser Stelle sei nur auf bereits vorliegende, zusammenfassende 
Darstellungen verwiesen (39, 148,14g), 

Ein Blick auf die soeben skizzierte Disposition zeigt, wie vielfaltig die 
Mitwirkung physikalischer Methoden bei der Untersuchung komplizierter 
Naturstoffe ist. 

Bei der Darstellung wurde besonderer Wert auf folgende Punkte gelegt; 

I. Das Prinzip aller verwendeten Methoden wird klargelegt; die 
Grenzen des Anwendungsbereiches werden abgesteckt- 
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2. Beztiglich Einzelheiten in der Durchfiihrung der Versuche wird 
durch ausreicbende Literaturangaben auf Monographien- und Original- 
arbeiten verwiesen. 

3. Die speziell auf die hochmolekularen Naturstoffe sich beziehenden 
Ergebnisse erfahren eine ausfiihrliche, soweit es mdglich ist kritische Dar- 
stellung, wobei besonders auf das Ineinandergreifen der verschiedenen 
Untersuchungsmethoden hingewiesen wird. 


1. Bestimmung von Form und GroSe der Einzelmolekule 
im dispergierten Zustand. 

A. Die Bestimmung wirksamer Gruppen. 

Es liegt im Wesen der Hochpolymeren, daB eine Ubertragung der bei 
den niedermolekularen Stoffen gela,ufigen und erprobten Untersuchungs¬ 
methoden nur mit grdfiter Vorsicht moglich ist, und es scheint daher ein 
Vergleich und eine gegenseitige KontroUe der mit verschiedenen Arbeits- 
weisen erhaltenen Ergebnisse sehr wiinschenswert. In manchen Fallen 
ist auch zur Erzielung von Aussagen bestimmten physikalischen Inhaltes 
eine solche Kombination dringend erforderlich und so kommt es, daB 
beim praktischen Arbeiten mit den hochpolymeren Stoffen immer physi- 
kalische und chemische Methoden gleichzeitig und nebeneinander ange- 
wandt werden. Auch im vorliegenden Bericht konnen wir daher auf eine 
kurze Besprechung der Moglichkeit, durch die chemische oder sonstige 
Bestimmung wirksamer Gruppen etwas liber die GroBe der Molekiile 
zu erfahren, nicht verzichten, 

Wohl bekannt imd viel besprochen sind die Versuche von Willstatter 
und ScHUDEL sowie von Bergmann und Machemer und von Freuden- 
BERG, mit Hilfe der Jodzahl (j) eine Abschatzung der mittleren Ketten- 
lange von Cellulose durchzufiihren. Seit langem ist in der Technik und in 
der Wissenschaft die Methode der Kupferzahl (j) in Verwendung, deren 
Anwendung auf Schwalbe, Hagglund, Weltzien und Nakamura zu- 
riickgeht, und von erheblichem Interesse sind neuere Untersuchungen von 
E. Schmidt (2) iiber die elektrometrische Titration der Cellulose, in deren 
Verlauf sich ergab, daB auf etwa 100 Glukosereste im Mittel i Carboxyl- 
gruppe vorzuliegen scheint. 

Von den chemischen Methoden hat bei den Kohlehydraten aber wohl die 
Endgruppenbestimmung durch Methylierung die groBte Wichtigkeit erlangt. 
Bei ihrer Anwendung wird die betreffende Probe zun^chst erschopfend me- 
thyliert und dann hydrolysiert. Die Mittelglieder der Kette finden sich im 
Hydrolysengemisch als Trimethylglukose, w^rend eines der beiden 
Endglieder als Tetramethylglukose vorliegt. Die Methode wurde schon 
vor iSngerer Zeit von Freudenberg (j) angewendet und dann von 

Fortadiritte d. Chem. org. Naturst. 1. 
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Haworth sowie Machemer { 4 ) und anderen englischen Forschem mit 
Erfolg ausgebaut. In letzter Zeit hat sich besonders Hess (5) um eine 
betrUchtliche Verbesserung bemiiht. Er betont mit Recht, daB schon 
bei der nonnal durchgeftihrten Methylierung der Cellidose (auf dem Um- 
weg hber die Acetylierung) ein betr^chtlicher Abbau erfolgt, so daB die 
bekannten, von Haworth gefundenen Kettenlangen von einigen Hundert 
Glukoseresten nicht die wahre MolekiilgroBe der nativen Cellulose dar- 
stellen, sondem fiir den zunachst hergestellten Cellit charakteristisch 
sind, was auch aus der groBenordnungsmaBigen Ubereinstimmung mit den 
nach physikalischen Methoden an dieser Substanz erhaltehen Kettenlangen 
hervorgeht. Der von Hess erzielte Fortschritt bestand nun einerseits in 
der moglichsten Vermeidung eines solchen Abbaues durch besonders 
schonende Methylierung, anderseits in einer Empfindlichkeitssteigerung bei 
der Ermittlung der entstehend^n Tetramethylgl.ukose, die durch Eichung 
der Methode an kiinstlich hergestellten Pr^paraten unter Beweis gestellt 
wurde. Trotzdem konnte in dem aus nativer Cellulose erhaltenen Hydro- 
lysengemisch keine Spur von Tetramethylglukose nachgewiesen warden, 
was in Anbetracht der Empfindlichkeit der Methode auf einen Polymeri- 
sationsgrad von mindestens 10000 fiihren wiirde. Natiirlich konnen die 
Ketten trotzdem kiirzer sein, man braucht nur nach Hess anzunehmen, 
daB die reduzierende Hydroxylgruppe im Endglied der Cellulosekette 
irgendwie blockiert ist. 

Besonders interessante Ergebnisse hat die Endgruppenbesfimmung bei 
der Starke geliefert. Haworth und Hirst (6) fanden als erste schein- 

bare Kettenlangen von 25 
bis 30 Glukoseresten, Hess 
und Lung (7) in der gleichen 
GroBenordnung liegende 
Werte von etwa 50. Diese 
Forscher stellten eine weit- 
gehende Unabhangigkeit 
des Endgruppentestes vom 
physikalisch (viskosime- 
trisch Oder osmotisch) be- 
stimmten Molekulargewicht fest, wie in Tabelle i an Hand der Hess- 
schen Messungen sehr eindrucksvoU gezeigt wird. 

Ganz ahnliche und auffallige Diskrepanzen haben Haworth und Hirst 
beim Glykogen geimiden. Die Endgruppenmethode liefert einen Pol)nneri- 
sationsgrad von 12 bis 18, die osmotischen Messungen dagegen einen 
solchen von 3400 bis 5400. 

Nur beim Inulin deckt sich nach den Messungen der gleichen 
Forscher die mittels der Endgrup^nmethode bestimmte scheinbare 
Kettenlange von n = 30 mit dem (^motisch bestimmten Wert. 


Tabelle i. Endgruppenbestimmung und Vis- 
kositat (in Chloroform) bei Methylstarke. 


*lrel 

(c = I Gew. %) 

Pol3nnerisati(msgrad, 
berechnet nach 
Staudinokb 

(K^ = 0.5 ■ io-«) 

Polymerisationsgrad 
aus Ehdgruppen 

4.45 

2220 

49.1 

7.71 

3090 

52.4 


1600 

52,16 
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B. Kryoskopie, Dampfdruckerniedrigung, Dialysenmethode. 

In der Chemie der niedermolekularen Stoffe hat die kryoskopische und 
ebullioskopische Molekulargewichtsbestimmung den Bedtirfnissen des 
Organikers in fast alien Fallen Geniige getan. Da es meist leicht mSglich 
ist, 0,01—0,1 Mol pro Liter zu losen und da die kryoskopische bzw. ebul¬ 
lioskopische Konstante (d. i. die Depression bzw. Erhohung fiir i Mol 
pro 1000 g Losungsmittel) in der GroBenordnung von einigen Graden 
liegt, ist mit einem BECKMANN-Thermometer eine ausreichend genaue 
Molekulargewichtsbestimmung ohneweiters durchftihrbar. 

Bei den hemikolloiden Substanzen mit Molekulargewichten von 1000 
bis 10000 sind mit einiger Anstrengung auch noch relativ verlaBliche 
Messungen der Fixpimktverschiebung moglich, was besonders Stau- 
DINGER ( 5 ) in seinen Arbeiten iiber die Stoffe in diesem Bereich der 
MolekiilgrdBen gezeigt hat. 

Immerhin sind solche Messungen schon mit verhaltnismaBig groBen 
Fehlem behaftet und nur mehr dazu heranzuziehen, um die ungefahre 
GroBe des Molekulargewichtes zu ermitteln. Die aus vielfachen Griinden 
interessierenden Abweichungen vom van't HoFFschen Gesetz in sehr ver- 
diinnten Losungen (d. h. i—10 g/ 1 ) fallen meist schon in den Bereich der 
Fehlergrenzen. Da aber gerade das Obergangsgebiet zwischen nieder- und 
hochmolekular aus theoretischen Griinden sehr interessant erscheint, ware 
eine Vertiefimg unseres Wissens vom osmotischen Verhalten hemikolloider 
Substanzen sehr wichtig. Direkte Steighohen-messungen sind, wie im 
folgenden Absatz ausgefuhrt werden wird, gerade in diesem Gebiete mit 
besonderen Schwierigkeiten verbunden, und so muB man jede Mdglichkeit 
begriiBen, die es gestattet, hier weiter zu kommen. 

Eine solche bestiinde vielleicht in einem Ausbau der RASTschen 
Methode, besonders in ihrer Modifikation durch Pirsch. Bekanntlich ver- 
wendet Rast als Losungsmittel Campher, der eine kryoskopische Kon¬ 
stante von E = 40 zeigt. Wenn auch die Temperaturmessung nicht so 
genau erfolgen kann wie bei der gewohnlichen Kryoskopie, so ist doch 
durch die etwa lomal groBere kryoskopische Konstante die Bestimmung 
kleinerer Molkonzentrationen moglich als bei dieser. Allerdings ist bei 
einer Erhitzung der zu untersuchenden Substanz auf den Schmelzpunkt 
des Camphers (175—179®) ein Abbau zu befiirchten imd dieses ist auch 
ein Bedenken, welches gegen zahlreiche Messungen solcher Art erhoben 
werden muB. 

Diese Schwierigkeit konnte bei einer Reihe von Losungsmitteln ver- 
mieden werden, welche Pirsch (9) angegeben hat. Tabelle 2 (S. 260) zeigt, 
daB bei gleich groBen und sogar groBeren kryoskopischen Effekten Sub¬ 
stanzen von Schmelzpunkten zwischen. 38-~65® zur Verfiigung stehen, 
so daB eine Schaidigung durch reinen TemperatureinfluB nicht zu befiirchten 
ist. Da hiermit nur ein Hinweis auf eine mdglidie MeBmethodik gebracht 

X7* 
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werden sollte, geniigen diese Angaben; dies um so mehr, als Pirsch kiirz- 
lich eine Zusammenfassung seiner Ergebnisse gebracht hat (9). 


Tabelle 2. 

Schmelzpunktsdepressionen verschiedener 
Ldsungsmittel nach Pirsch (9). 


Ldsungsmittel 

Schmelz* 

punkt 

£ 

Campher. 

49° 

31,8 

Isocamphan. 

65“ 

44.5 

Dihydro-a-dicyclo-pentadien. 

50° 

45.4 

Camphenilon. 

38° 

64.0 

Dihydro-a-dicyclo-pentadieiion-(3). 

53° 

92,0 


Es sind an dieser Stelle auch die anomalen kryoskopischen Effekte zu 
er^vahnen, die von der HESSschen und PRiNGSHEiMschen Schule an ver- 
schiedenen Kohlehydratderivaten und ihren Abbauprodukten, haupt- 
sachlich in Eisessiglosung, gefunden wurden. Bei der problematischen 
Natur dieser Effekte ware aber ein naheres Eingehen hier nicht angebracht 
und es sei daher bezuglich aller Einzelheiten auf das Buch von Ulmann (jj) 
verwiesen, das eine sehr ausfiihrliche Darstellung dieses Erscheinungs- 
gebietes bringt. Hess sowie Pringsheim haben zur Erklarung der — 
zweifellos vorhandenen — Effekte angenommen, daB ein reversibler Zer- 
fall der Molekiile dieser Substanzen in die Grundbausteine moglich ist, 
eine Auffassung, die von fast alien anderen auf diesem Gebiet arbeitenden 
ForSchem wohl mit Recht abgelehnt wurde. Besonders Berner (12), 
Freudenberg (14), Mark (i), K. H. Meyer (jj), Staudinger sowie 
Zechmeister und Toth (jo) haben Griinde gegen diese Deutung der 
Effekte geltend gemacht. Aus der sehr ausgedehnten Diskussion fiber 
diese Frage woUen wir nur eine Untersuchung von Staudinger (jj) 
herausgreifen, welche unmittelbar an die beobachteten Phanomene an- 
knfipft. 

Der wesentliche experimentelle Befund ist der folgende: Verschie- 
dene Cellite zeigen, unabhangig von ihrem in Acetonlosung bestimm- 
ten Molekulargewicht, in Eisessig eine scheinbare Aufteilung bis in 
Bioseanhydrid. Failt man die derart zerteilten AcetylceUulosen, so erhalt 
man nach Loseii in Aceton wieder das ursprtingliche Molekulargewicht. 
Die einzelnen Biosemolekiile „erinnem'‘ sich also, bis zu Komplexen 
welcher GrdBe sie vorher assoziiert war«i. Ftir das Verstandnis eines 
solchen „Erinnerungsverm 5 gens'‘ bietet aber unsere derzeitige Kenntnis 
von den Zuckem und ihren Derivaten keinerlei Handhabe. Staudinger 
schlieBt daher, daB in Eisessig in Wahrheit keine Dissoziation stattgefunden 
hat und die kryoskopischen Effekte in irgendeiner anderen Weise zu 
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erklaren sind. Eine Prtifung dieser Auffassung ist dadurch moglich, 
daB man in Eisessiglosung direkte osmotische Messungen nach der Steig- 
hohenmethode vomimmt. Bleiben die Makromolekiile erhalten, so miissen 
sich die gleichen Molekulargewichte wie in Aceton ergeben. Wie Stau- 
DiNGER und Schulz (j6 ) zeigten. ist dies tatsachlich innerhalb der Fehler- 
grenzen der Fall, so daB die Auffassung einer echten Dissoziation wohl 
abgelehnt werden muB. 

Leider ist bis heute eine biindige Deutung der anomalen Effekte noch 
nicht zustande gekommen. So .muB auch die zun^chst ansprechende 
Vorstellung von Klages (17), 
daB die starke innere Beweg- 
lichkeit der langen Faden- 
molekiile einen anomal groBen 
osmotischen Effekt vortau- 
schen kann, durch die theore- 
tischen Uberlegungen von 
Huckel (18) als widerlegt 
gelten. 

Eine beinahe trivial an- 
mutende Erklarung gibt Ber¬ 
ner {12), der in einer Reihe 
von Untersuchungen zu zeigen 
versucht, daB anomal groBe 
osmotische Effekte in be- 
stimmten Fallen auf hart- 
nackig zuriickgehaltenes Kri- 
stallwasser (oder Kristallalkohol) zuriickzufuhren sind, das beim Losen 
abdissoziiert und so den groBen osmotischen Effekt verursacht. Wenn 
eine solche einfache Deutung auch in vielen Fallen versagen sollte, so wird 
man vielleicht eine durch den Eisessig bewirkte Anhydrierung, also eine 
chemische Abspaltung von Wasser aus dem gelosten Kohlehydrat, als im 
Bereich der Moglichkeit liegend ansehen konnen. 

In dem Bestreben, diese osmotischen Anomalien moglichst genau zu 
ermitteln, hatULMANN (ji) eine auf Messung der Dampfdruckemiedrigung 
beruhende, im Prinzip von Frazer imd Patrick (19) angegebene Methode 
zu hoher Prazision ausgebaut. Mit dem Apparat konnten die anomalen 
Effekte noch um einen weiteren vermehrt werden. Die scheinbare Dds- 
soziation von Cellit, von verschiedenen Starke- und Cellodextrinen erfolgt 
namlich nach diesen Messungen mit zunehmender Verdiinnung nicht 
kontinuierlich, sondem in ausgepragten Stufen. Abb. i bringt eines der 
zahlreichen von Ulmann durchgemessenen Systeme. Diese Erscheinimg 
erhdht die Schwierigkeiten, welche sich der Deutung der anomalen 
Effekte entgegenstellen. Jedenfalls kann aber darauf verwiesen werden. 



Abb. I. MolekblgrODe einer Cellitfraktion in Abhangigkeit 
von der Konxentration, nach ULMANN. 
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daB auch bei anorganischen, komplizierten Verbindungen die Erscheinung 
des stufenweisen Zerfalles in Abh&ngigkeit von kontmvderhch variierten 
Versuchsparametem gelegentlich vorkommt. Ulmann stellt in seinem 
Buch (JJ, dort S. 172) eine Reihe solcher Falle zusammen, von denen als 
Beispiel der streng stufenfbrmige Zerfall der Polymolybdat-ionen mit wach- 
sendem pn-Wert der Lbsung nach H. und W. Brintzinger erwSdmt sei. 

Fiir Annahme, daB der anomale osmotische Effekt nicht von den 
Kohlehydratmolekiilen selbst herriihrt, sprechen auch gewisse, mit der 
BRiNTZiNGERschen Dialysenmethode (20) erzielten Ergebnisse. Bei diesem 
Verfahren wird die Diffusionsgeschwindigkeit durch eine Membran ge- 
messen, die innerhalb einer Reihe von analog gebauten Substanzen dem 
Molekulargewidit antibat geht. Die Anwendung dieser Methode durch 
Klages (17) ergab, daB bei Oligosacchariden die Diffusionsgeschwindigkeit 
jene GroBe aufweist, welche nach dem chemisch erarbeiteten Molekular- 
gewicht zu erwarten war, auch wenn die kryoskopischen Effekte anomal 
sind. Da man bei Bestimmung der durch die Membran dialysieren- 
den Menge sicher ist, die interessierende Substanz und nicht einen 
Stbrungseffekt gemessen zu haben, spricht auch diese Untersuchung fiir 
die von den Verfechtem der Hauptvalenzketten-theorie gegebenen Vor- 
stellungen. 

Wir woUen uns mit diesen kurzen Andeutungen der anomalen 
osmotischen Effekte begniigen und die Frage erortem, ob bei Hoch- 
pol3aneren die in den meisten organischen Losungsinitteln auftretenden 
normalen osmotischen Effekte kryoskopisch oder ebuUioskopisch meBbar 
w^en. Die Antwort fallt unbedingt vemeinend aus, wenn man bedenkt, 
daB bei einem Molekulargewicht von 10®—lo* im Liter nur wenige Gramme 
geldst werden diirfen, will man nicht in den Bereich der hochviskosen 
Systeme kommen, in denen das van't HoFFsche Gesetz auch nicht 
annAhemd mehr gewahrt bleibt. Die Molkonzentrationen in solchen 
Systemen sind von der GroBenordmmg lO”"*—lo-®, der zu erwartende 
Effekt daher durchaus innerhalb der Fehlergrenze der Methode. Ungleich 
giinstiger liegen hier die Verhaltnisse bei der direkten Messung des osmo¬ 
tischen Druckes nach der Steighohen-methode, der wir uns nun zuwenden 
wollen. 


C. Osmometrie. 

Prinzip. 

Der osmotische Druck p einer gentigend verdiinnten Ldsung wird durch 
die van’t HoFFsche Beziehung gegeben: 

pV =^nRT, (i) 

MiBt man den Druck p in Atmosphiren, das Volumen V in Litem, die 
Menge n in Molen, so hat die Gaskcmstante den Wert R = 0,082. 
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Ersetzen wir yr, d. i. Mole pro Liter, durch also Gramm pro Liter 
durch Molekulargewicht, so geht (i) iiber in: 

wo — als der spezifische osmotische Druck bezeichnet wird. Um uns zu 

vergewissem, ob bei der direkten Bestimmung des osmotischen Druckes 
nach der Steighohenmethode tats^chlich experimentell gut meBbare Aus- 
schlag^ zustande kommen, wollen wir das Beispiel betrachten, dafi bei 
einem Molekulargewicht von 100000, im Liter 10 g gelost werden. Durch 
Einsetzen in (2) erhalten wir bei T = 300 ftir den osmotischen Druck: 

^ = 10. —^— 0,082.300 = 2,46. IQ-® At = 2,54 cm Wassersaule. 

^ 100 000 ^ 


Wir sehen also, daB wir uns in einem gut zugSLnglichen experimentellen 
Bereich befinden. 


P 

Tragt man y in einem Koordinatensystem gegen c auf, so ergibt sich 

im Sinne der Gleichung (2) eine horizon tale Gerade, denn ~ soil ja unab- 

hangig von der Konzentration sein. Dies entspricht jedoch nicht den tat- 
sachlichen Verhaltnissen, welche meist eine recht starke Abhangigkeit von 
der Konzentration erkennen lassen (Abb. 6,7,8, S. 268,269). Offenbar treten 
auBer dem, durch die van't HoFFsche Beziehung wiedergegebenen Druck 
noch weitere Phanomene auf, welche das Gesamtbild der Erscheinungen 
verwickelter gestalten. 

Einer der ersten, welcher sich mit diesen Erscheinungen systematisch 
befaBt hat, war Wo. Ostwald (21), Wir verdanken ihm die gnmdlegende 
Erkenntnis, daB die, vom Standpunkte der Molekulargewichtsbestimmung 
aus storenden Phanomene um so mehr in den Hintergrund treten, je 

niedriger die Konzentration ist. Wir miissen also die y-Kurve auf die 

Konzentration Null extrapolieren; der dort vorhandene Ordinatenwert 

* 

gibt uns erst die wahre GrdBe von y und ermSglicht so eine Berechnung 

des Molekulargewichtes. An Stelle von {2) haben wir also bei Beriick- 
sichtigung der Abweichungen vom van*t HoFFschen Gesetz mit Ost¬ 
wald zu schreiben: 




Messungen an hydrophilen Eiwetfikdrpem. 

Osmotische Messungen an EiweiBkdrpem wurden schon zu Anfang 
dieses Jahrhunderts vorgenommen, doch war zunachst die Berechnung eines 
Molekulargewichtes wegen der, durch die Anwesenheit von Elektrolyten 
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bedingten Storungen nicht m5glich. Wir k5nnen in der vorliegenden Dar- 
stellung auf dieses schwierige Gebiet im einzelnen nicht eingehen, sondem 
verweisen diesbeztiglich auf das sehr inhaltsreiche Buch von Pauli und 
Valko {22), £s sei nur ganz kurz angedeutet, dafi durch die Unter- 
suchungen von Donnan iiber die Membrangleichgewichte allmdhlich ein 
voiles Verstandnis der auftretenden Phanomene mdglich war und sich 
die folgenden praktischen Regeln fiir die Durchfiihrung von Molekular- 
gewichtsbestimmungen ergaben: 

1. Die Messung wird beim isoelektrischen Punkt durchgefiihrt; der 
osmotische Druck riihrt dann nur von den EiweiBmolekiilen her, 

2. Die Messung wird im DberschuB eines Elektrolyten vorgenommen. 
Auch hier miBt man nur einen, von den EiweiBmolekiilen selbst her- 
riihrenden Druck. 

3. Die lonenverteilung auBerhalb und innerhalb der Membran wird 
analytisch oder auf Grund der DoNNAN-Theorie rechnerisch ermittelt und 
der durch Ungleichheit der lonenkonzentration auBen und innen bewirkte 
osmotische Druck vom Gesamtdruck abgezogen. 

Die ersten Messungen, bei denen diese Komplikationen hinreichend 
beriicksichtigt wurden, stammen von S. P. L. Sorensen (23) und sind an 
kristallisiertem Eieralbumin ausgefiihrt; sie ergaben Molekulargewichte 
von 34000. 

Die zugleich auftretenden Abweichungen vom van’t HoFFschen Gesetz 
wurden anfanglich vielfach vemachlassigt, und so sind trotz der Beriick- 
sichtigung des Elektrolyt-einflusses fehlerhafte Resultate zustande ge- 
konjmen. Der erste, der auch in dieser Beziehung vollkommen einwand- 
freie Messungen durchfiihrte, war Adair (24). Wir verdanken ihm eine 
groBe Reihe ausgezeichneter Messungen, die heute bereits als klassisch 
gelten diirfen. Tabelle 3 bringt einige MeBergebnisse, teils von Adair selbst, 
teils von anderen Forschem ausgefiihrt und von ihm unter Beriicksichti- 
gung der Abweichungen vom van't HoFFschen Gesetz korrigiert. 

Auf die Natur dieser Abweichungen und ihre rechnerische Eliminierung 
wollen wir bei den osmotischen Messungen an Fadenmolekiilen naher ein- 
gehen, wo diese Abweichungen noch viel groBer sind. Jedenfalls wird man 
zu trachten haben, im Sinne von (3) den osmotischen Druck bei moglichst 
niedriger Konzentration zu messen. 

Wir haben bisher stillschweigend die Voraussetzung gemacht, daB das 
in geniigend verdiinnter Losung osmotisch bestimmte Gewicht tatsSlchlich 
ein Molekulargewicht ist. Man miBt ja lediglich die Zahl der in der Losung 
kinetisch frei beweglichen Tcilchen und es ist zunachst nichts dariiber 
ausgesagt, ob es sich hier um Einzelmolekiile von koUoiden Dimensionen 
[Eukolloide nach Wo. Ostwald (25)] oder mn assoziierte Teilchen handelt. 
Wirkliches Interesse hat fiir den Chemiker aber nur ein eckUs Molekular- 
gewicht, d. h. das Gewicht jenes Teilchens, das durch Hauptvalenzen in 
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sich zusammengehalten ist. Wir miissen daher nach geeigneten Kriterien 
suchen, die uns eine Aufteilung der Materie bis in die Einzelmolekiile 
anzeigen. 


Tabelle 3. Molekulargewicht der Proteine nach Adair. 


Protein 

Autor 

Molekular¬ 
gewicht nach 
diesem Autor 

Molekulargewicht 
korrigiert nach Adair 

Ovalbumin. 

Lillie 


73000 -f 15000 
43000 

68 000 4- 2 000 

nicht einwandfrei 


SdRENSBN 

34000 

Gelatine. 

Lillie 


Loeb 

25000 

57000 

Serumprcftein. 

Moore 

80000 4- 20000 
56000 4- 15000 
nicht einwandfrei 


Krogh 

Oxyhemoglobin. 

HCfner 

16700 

,, (Mensch). 

Adair 

66800 4- 6000 

65000 4- 6000 

66700 4- 6000 

60000 4“ 30000 

,, (Pferd) . 


,, (Schaf).. 



„ (Kuh). 

Roaf 

16000 

.. (Kuh). 

99600 

Red. Hemoglobin (Mensch). 

Methemoglobin (Mensch) . 

Adair 

60000 4~ 10000 
68000 4- 6000 

62 000 

Serumalbumin. 



Euglobulin. 



174000 

130000 —150000 

Pseudoglobulin. 







Bei den EiweiBkdrpern hat man hierfiir verschiedene Kennzeichen in 
Anwendung gebracht. So wurde gefordert, daB ein osmotisch eingestelltes 
Gleichgewicht beliebig lange bestehen bleibt, femer, daB der osmotische 
Druck unabhangig von dem Vorgange ist, nach dem die Losung hergestellt 
wird und schlieBlich, daB innerhalb eines gewissen Intervalls der pH-Werte 
und der Salzkonzentrationen das gemessene Molekulargewicht konstant 
bleibt. Beziiglich aller n^heren Einzelheiten in der Anwendung dieser 
Kriterien sei auch hier auf das Buch von Pauli und Valko (22) ver- 
wiesen. 

Cellidosederivate, 

(Allgemeines uher das VerhaUen der Fadenmolekiile,) 

Die Extrapolation auf den Nullwert, welche bei den EiweiBstoffen 
wegen der verhaltnismSlBig geringen Konzentrationsabhangigkeit des 
spezifischen osmotischen Druckes noch ziemlich leicht moglich war, 
bereitet erhebliche Schwierigkeiten bei den Fadenmolekiilen. Ein Blick 
auf die Abb. 6, 7 (S. 268,269) iSLBt erkennen, daB bei einer Konzentration 
von 10 g/1 der spezifische osmotische Druck bereits das Doppelte oder 
Mehrfache des NuUwertes betragen kann. Wtirde man auf einen solchen 
MeBpunkt einfach die van't HoFFsche Beziehung anwenden, so wSLre das 
auf diese Weise errechnete Molekulargewicht um 50% imd mehr zu niedrig. 


























266 


O. Kratky und H. Mark 


In Losungen einer Konzentration von wenigen Promillen ist aber der 
osmotische Dnick bei einem Molekulargewicht von lo®—lo® nur mehr von 
der GroBenordnung einiger Millimeter Wassersaule. Es liegt auf der Hand, 
daB damit die Schwierigkeiten des Versuches sehr betrachtlich wachsen 
und einer experimentellen Verfolgimg des Verlaufes bei solchen Konzen- 

trationen bald Grenzen ge- 



Abb. 2. OsmoM! von Hamoglobin. Messungen nach ADAIB* Aus- 
wertung nach Wo. OSTWAID, gemiQ Beziehung (5), mit n 
at 2,70. P bedeutet den Gesamtdruck P^fj den y.4N*T H 0 F 7 - 
schen Anteil (entspricht a c der Beziehung 5) und Pq den 
„Quellungsdntck** (entspricht b .c^ der Beziehung 5). Die Kon- 
zentration C* ist bier in g/zooccm Lbsungsmittel angegeben. 


setzt sind. Bei dieser Sach- 
lage kommt der rein rech- 
nerischen Extrapolation bei 
der genauen Bestimmung 
des Molekulargewichtes 
eine wesentliche Bedeu- 
tung zu. 

Sehr bew^rt hat sich 
hier die an Hand eines 
groBen Versuchsmaterials 
von Wo. OsTWALD {26) ab- 
geleitete empirische Bezie¬ 
hung 

p = a c b. 

bzw. ^ = a + b. , (5) 


die bei kleinen Konzentra- 


tionen bald in eine Gerade tibergeht, da (n — i) erfahrungsgemSlB meist 
nicht weit von i entfernt ist. Im Sinne dieser Beziehung darf man 
also die experimentell bis zu moglichst kleinen Konzentrationen ermittelte 



Abb. 3. Reduzierter osniotischer Druck von 
Kautachuk in Benz^, in Abhftngigkeit von der 
Konzentration c, die hier in g/iooccm Lhsung an- 
gegeben ist. Messungen nach CaBPARI, Auswertung 
nach Wo. OSTWALD gemftfi (5). tmt (»—z) _ x,o6. 


Kurve praktisch geradlinig bis 

zum Durchschnitt mit der Ordinate 
verlangem. 

Das schbnste BeispieJ fiir die An- 
wendung von (5) sind die ADAiRschen 
Messungen an Htoioglobin, die sich 
iiber Konzentrationen von 0,68 bis 
45,6% erstrecken und wie Abb. 2 
zeigt, mit n = 2,70 im ganzen Be- 
reich sehr gut wiedergegeben war¬ 
den. Aber auch die Ldsungen von 
Fadenmolekiilen fiigen sich gut 


diesem FormaHsmus, wie z. B. an dem in Abb. 3 dargestellteti osmotischen 


Druck von Kautschuk in Benzol zu ersehen ist. In diesem Fall gilt (n —i) = 
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Bereich praktisch geradlinigen Verlauf zeigt. Die Bestimmung des Ex- 
ponenten erfolgte, indem log — aj gegen log c aufgetragen wurde. 
Wegen der durch Logarithmiening von (5) sofort erhSLltlichen Beziehung: 

log(-|._a) = («_ I) logc + logft (6) 

soil dabei eine Gerade resultieren, deren Neigungstangente gleich [n — i) 
ist (Abb. 4). 

Eine einwandfreie theoretische Deutung konnte fiir die Wo. Ostwald- 
sche Beziehung vorlaufig nicht gegeben werden. Wenn auch verstanden 
werden kann, daB groBe Abweichungen vom van’t HoFFschen Gesetz 
vorliegen, so scheint doch der spezielle, von Ostwald postulierte Zu- 
sammenhang nur eine Interpolationsformel fiir einen ^ 
in Wahrheit noch komplizierteren Zusammenhang ' ' 
darzustellen. Dies andert aber nichts an der Branch- 
barkeit und groBen praktischen Wichtigkeit der 
Untersuchung Ostwalds, durch die ein sehr hetero¬ 
genes Material durch eine iibersichtliche empirische 
Beziehung beschrieben und fiir die Molekular- 
gewichtsbestimmung einerseits, sowie fiir ein weiteres 
Studium der . Abweichungen vom van't HoFFschen Abb. 4. Bestimmung des 

^ Ejiponenten (n — i) aus 

Gesetz anderseits nutzbar gemacht wurde. Beziehung (5) ais Nei* 

Zu einem merklich anderen Ergebnis fiihrt die *““**‘*^,^J^^p*** 
Behandlung durch Schulz (27), der dem Anstieg 

von — mit der Konzentration eine spezielle theoretische Begriindung gibt. 

Er geht davon aus, daB das Eigenvolumen der Teilchen, einschlieBlich 
ihrer Solvathiille, vom Gesamtvolumen abzuziehen ist und nur das ver- 
bleibendd Volumen — im Sinne von van der Waals — in die Gas- 
gleichung eingesetzt werden darf. Man gelangt so zu der Beziehung 

P{V-gS)^-ljRT. (7) 

worin g die geloste Menge in Grammen und 5 das ,,wirksame spezifischp 
Co-volumen“ bedeutet, d. i. jenes Volumen, welches durch i g Substanz 
einschlieBlich der Solvathiille in Losung dem fiir die freie Bewegung der 
geldsten Teilchen zur Verfiigung stehenden Raum entzogen wird. 

Nach Division durch V erh&lt man: 

p(z. — cS) = -j^c. (8) 

Wesentlich neu an dem ScHULZschen Gedankengang ist nun die Art 
der Abh^gigkeit dieses Covolumens vom osmotischen Druck. Es wird 
angenommen, daB bei wachsendem osmotischem Druck die Solvathiillen 
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abgeschert werden, also S abnimmt und die pREUNDLiCHsche Quellungs- 
isotherme den Zusammenhang zwischen dem osmotischen Druck und dem 
zugehorigen Covolumen regelt. Es soil also gelten: 



Abb. 5. Beziehung zwischen spezifischem Covolumen s (ein S. 267 definicrtes „wirksanies“ spezifisches 
Covolumen ist bei Fadenmolektllen eine praktiscb identische GrdBe) und osmotischem Druck bei Polj^- 
athylenoxyden (Kurve I) und Polystyrolen (Kurve II) nach G. V. SCHULZ. Jcde Art von Zeichen 
(voller Kreis, leerer Kreis, Kreuz usw.) entspricbt einer einzelnen Fraktion. 


m 



wo k und V fiir die betreffende Substanz charakteristische.Konstanten 
sind. Ihre Ermittlung kann erfolgen, indem man fiir irgendeine Fraktion be- 
kannten Molekulargewichtes zusammengehorige Werte von log p gegen 

logS in ein Koordinatensystem ein- 
tragt (Abb. 5) und aus Neigung und 
Koordinatenabschnitt der sich ergeben- 
den Geraden k und v entnimmt. Die 
Bestimmung der zu den einzelnen 
/^-Werten gehorenden 5 -Werte erfolgt 
dabei mittels ( 8 ) (S. 267). Es war nun die 
wlchtige Feststellung von Schulz, daB 
die so ermittelten Konstanten fiir die 
ganze polymerhomologe Reihe derbe- 
treffenden Substanz gelten. Abb. 5 
laBt tats^chlich erkennen, daB die von 
samtlichen Polystyrol-fraktionen her* 
riihrenden MeBpunkte alle auf der 

Abb.«. R«iuzi«ter o«»ti«b« Druck uon g>«chen Geraden liegen (I) und das- 
pol3rmerhomologen Nitrocellulosen in Aceton selbe gilt fiir Poly§.thylenOXyd (II)* 

Hat man also k und v mittels den, an 
einer einzigen Fraktion gemessenen os¬ 
motischen Drucken bestimmt, so laBt sich damit der Verlauf aller an- 
deren Kurven der polymerhomologen Reihe voraussagen. 

Die iiberraschend gute Stimmigkeit der ScHULZschen Theorie ist auch 
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an Abb. 6, 7 und 8 ersichtlich, wo die a 

Punkte den gemessenen, die Kurven deri I_ ^ _ 

berechneten Werten entsprechen. ^ 

Eine charakteristische Folgerung der Ofi ^-- 

Theorie ist die Abwartskriimmung der X A 

Kurven bei den kleinsten Konzentra- 

tionen und darin besteht der wesent- y 

liche Unterschied gegeniiber dem von ' ^ A 

OsTWALD gegebenen Formalimus. Die_ X _ 

Schnittpunkte mit der Ordinatenachse 

liegen bei Schulz tiefer, als wenn man - 

die Kurven geradlinig verlangert hatte. 

Aus dem Vergleich der Abb. 3 und 4 ^ 

mit 6, 7 und 8 wird der Unterschied_^ 

der graphischen und rechnerischen Ex- Q 1 B i 

trapolation ohneweiters klar. W^rend Reduzierter osmotischer Druck von 

. polymerhomologen Polystyrolen in Toluol 

bei Molekulargewichten unter 100000 nach G. V. SOHULZ. Punkte gemessen, Kur- 
dieser Unterschied wenig ausmacht, vm bcr«hn.t. e in At. . in */.ooo ocm. 

konnen sich bei den hochsten, bisher 

osmotisch gemessenen Molekulargewichten von etwa 500000 immerhin 
Differenzen von etwa 20—30% ergeben. Leider reichen die bisherigen 
Experimente fiir eine sichere Entscheidung zwischen den beiden Formalis- 
men noch nicht aus. 

AuBer den Arbeiten von Schulz ist 
hier auch ein Deutungsversuch von zp 
Haller (28) zu nennen, der fiir lang- 
kettige Verbindungen charakteristische 
Eigenbewegungen von Molekiilteilen 
fiir das Entstehen abnorm gfoBer os¬ 
motischer Effekte verantwortlich 
macht. Nach den Uberlegungen von 
Huckel (j<^) sind aber gegen eine sol- 
che Auffassung grundsSltzliche Beden- ^ 
ken zu erheben. 

Wahrend bei den bisher besproche- 
nen Deutungen der Abweichungen 
vom van't HoFFschen G^setz von vom- 

, . , xr. X* 1- vr X n Abb. 8. Reduzieiter ofimotiscber Druck vcm 

herein hypothetische Vorstellungen polymerhomologen PolySthylenoxyden in 

von solcher Art postuliert wurden, Wasscr nach G. V. SoHULZ. Punkte gemessen, 
- __ , Kurven berechnet. P in At, c in g/iooo can. 

daB der Unterschied zwischen den 

Niedermolekularen und den Hochmolekularen auf spezielle Eigenschaften 
der letzteren zuriickgefiihrt wird, machen Kratky und Musil (29) den 
Versuch, durch eine plausible Hypothese aus dem Verhalten der Nieder- 




Abb. 8. Reduzieiter osmotischer Druck vcm 
polymerhomologen PolySthylenoxyden in 
Wasser nach G. V. ScHULZ. Punkte gemessen, 
Kurven berechnet. P in At, c in g/ioooccm. 
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molekularen das der Hochmolekularen abzuleiten, ohne jedoch von vome- 
herein spezifische Eigenschaften der letzteren Kdrperklasse zu postulieren. 
Ohne auf diese Theorie im einzelnen einzugehen, sei nur ein Endergebnis 
kurz umrissen. Es ist bekannt, daB auch bei den niedermolekularen 
Stoffen gewisse Abweichungen vom van*t HoFFschen Gesetz auftreten, 
Abweichungen, fiir welche „Wechselwirkungen“ zwischen Losungsmittel 
und gelostem Stoff verantwortlich gemacht werden, die in Volumsande- 
rungen und Wtonetonungen beim Auflosen ihren sichtbaren Ausdruck 

finden. Es ist nun plausibel, daB diese 
Wechselwirkungen pro Kettenglied in 
erster Naherung, oder zumindest der 
GroBenordnung nach, davon unabh^ngig 
sind, ob viele solche Kettenglieder zu 
einem Molektil zusammengehangt sind 
(hoher Polymerisationsgrad) oder nur 
wenige, oder ob schlieBlich iiberhaupt 
das Monomere vorliegt. Die in einer be- 
stimmten G^mcWs-konzentration be- 
stdiende Abweichung vom van't HoFF¬ 
schen Gesetz solltfe demnach in eben- 
solcher Naherung vom Polymerisations¬ 
grad unabhangig sein. 

Man kann nun rein formal den ge- 

samten spezifischen Druck in einen 

van't HoFFschen Anteil (Term I in 
Abb. 9) und einen zusatzlichen 
„Wechselwirkungsanteil*‘ (Term II) zer- 
legen. Bei einer Gewichtskonzentration 
Cl soli nun Term II im Sinne der Hypothese vom Polymerisations¬ 
grad unabhangig sein, also den gleichen Wert haben, ob nun der 
Polymerisationsgrad n gleich i oder z. B. gleich 460 ist, wahrend 
der Term I mit zxmehmendem Pol5anerisationsgrad, d. b- zunehmendem 
Molekulargewicht, gemaB 



abnimmt und bei n = 460 nur den Teil seines Wertes von » = i 

hat. Dies fiihrt dann praktisch dazu, daB beim Monomeren die Abwei¬ 
chung prozentuell sehr wenig ausmacht, weil Term II neben einem sehr 
groBen Term I gemessen wird; beim Hochpolymeren dagegen kann sie 
sehr viel ausmachen, denn es wird der gleiche Term II neben einem sehr 
viel kleineren Term I gemessen. Ein quantitativer Vergleich der Ab¬ 
weichungen bei Niedermolekularen imd Hochmolekularen vom van't 



Abb. 9. Cbergang von einein Fadenniolekul 
vom Polymerisationsgrad n 460 sum 
Grundbaustein (n « 7). Der Quotient 
Terni II 1 

-T” ' sinkt dabei auf - , ■ seines Wertes. 
Term I 460 

(Nach Kratkt und MUBIL.) 
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HoFFschen Gesetz zeigte in der Tat, daB sie, pro Kettenglied gerechnet, 
durchaus in der gleichen GrSBenordnung liegen. 

Eine unmittelbare Folgerung dieser Auffassung wiirde darin bestehen, 
daB in einer polymer-homologen Reihe die Kurven ann^emd parallel 
verlaufen soUten. DaB dies tats^chlich in roher erster NaJierung der Fall 
ist, zeigen die Messungen von Schulz (Abb. 6, 7 und 8 , S. 268, 269) some 
von Buchner und Steutel (jo) (Abb. 10). 

Der Gedanke, daB sich die Abweichungen vom „idealen“ Verhalten 
additiv aus Inkrementen der einzelnen Atome des Gesamtmolektils zu- 
sammensetzen lassen, ist an sich nicht 
neu. Vor kurzem wurde er speziell von 
Boissonnas (jj) an Hand von Messun¬ 
gen mit niedermolekularen Kettenmole- 
kiilen diskutiert, und in allemeuester 
Zeit haben dann Boissonnas und K. 

H. Meyer (32) derartige Gberlegungen 
vertieft und im AnschluB an die alteren 
Dampfdruckmessungen von Meyer und 
Luhdemann (jj) auch nach der experi- 
mentellen Seite hin durch Bestijnmung 
von osmotischem Druck, Dampfdruck, 
freier Energie und Losungswarme mit 
groBem Erfolg weitergefuhrt. 

Eine ausfiihrliche Darstellung der 
mit der Wechselwirkung zwischen Lo- 
sungsmittel und Gelostem zusammen- 
hangenden Erscheinungen haben Eirich 
und Mark gegeben (138), 

Nachdem wir nun gesehen haben, wie die Abweichungen vom van’t 
HoFFschen Gesetz zu deuten sind und in welcher Weise ein mehr oder 
weniger sicherer Grenzwert des spezifischen osmotischen Druckes ermittelt 
werden kann, miissen wir jetzt die Frage stellen, ob das berechnete Gewicht 
wirklich als Molekulargewickt anzusprechen ist. Eine erste mogliche 
Fehlerquelle, namlich reversible Assoziation ist durch Extrapolation auf 
den Nullwert des spezifischen osmotischen Druckes. von vomherein aus- 
geschaltet; es ist aber notwendig zu priifen, ob nicht auch bei den kleinsten 
Konzentrationen Komplexe aus mehr als einem Molekiil bestehen bleiben. 

Ein wichtiges^Kriterium ftir die Aufteilung bis in die Einzelmolekiile 

besteht darin, dafi man die —Kurven ftir eine bestimmte Substanz in 

c 

verschiedenen Losungsmitteln aufnimmt. Solche Messungen verdanken 
wir vor allem Dobry (j^), welche Forscherin Nitrocellulose imd Acetyl¬ 
cellulose in verschiedenen Losungsmitteln untersucht hat. Tatsichlich er- 



Abb. 10. Reduzierter osiwotischer Druck 
von polymerhomologen Nitrocellulosen in 
Aceton nach BUCHNER und STEUTKL. 
P in cm Wassersilule. c in g/ioo ccm. 



Abb. 11. Reduzierter osmotischer Dnick einer Nitrocellulose mit Af<»= iiiooo (« 460) in verschiedenen 

Ldsungsmitteln nach DOBET. LOsungsmittel; 1 Benzoesfiureathylester + 11% abs. Alkohol. — 2 Salizyl- 
saureiiiethylester + 20% CH,OH. — 3 Acetophenon + 3% abs. Alkohol. — 4 Cyclohexanon -f 5,8% 
abs. Alkohol. — 5 Accton. — 6 £ssigsatir«. — 7 Methylalkohol. — 8 Nitrobcnzol. 



5 -n 15 


Abb. 12. Reduzierter osmotischer Druck einer Acetylcellulose 
mit Af "R 66 500 in verschiedenen i^ungsmitteln nach DOBRY. 
Lbsungsmittel: x Tetrachlorathan + I3i35% abs. Alkohol.— 
2 EssigsAure. — 3 Acetonitril. — 4 Dioxan. — 5 Aceton. -i- 
6 Nitromethan. — 7 Cyclohexanon. — 8 Aroeisensaure* 
Athylester. 


gibt sich bei diesen Sub- 
stanzen, wie Abb. ii und 12 
erkennen lassen, ein inner- 
halb der Fehlergrenzen vom 
Losungsmittel unabhangiger 
Grenzwert fiir den spezifi- 
schen osmotischen Druck, 
mithin also auch das gleiche 
Teilchengewicht. Wir diirfen 
tatsachlich annehmen, daB 
das auf diesem Wege be- 
stimnite Molekulargewicht 
das wahre mittlere Moleku¬ 
largewicht der betreffenden 
Substanz darstellt, denn es 
ist auBerstunwahrscheinlich, 
daB irgendwelche Agglome¬ 
rate Oder Assoziate vorliegen, 
welche in alien Ldsungs- 
mitteln unverandert erhalten 
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bleiben. Neuestens haben auch Staudinger und Reinecke (35) im 
Verlaufe einer ausfiihrlichen Untersuchung derartige Messungen in ver- 
schiedenen Losungsmitteln vorgenommen und konnten die Ergebnisse 
von Dobry bestens be- 
statigen. 

Ein zweites wichtiges 
Argument fiir das Vor- 
liegen von Einzelmole- 
kulen diirfen wir in dem 
,,normalen‘' Verlauf der 

““-Kurven erblicken. Als 

„normal“ werden wir 
dabei einen solchen Ver¬ 
lauf bezeichnen, dersich 
den erw^nten Formeln 

_ _ Abb. 13. Reduzierter osmotischer Druck von zwei Methylcellulose- 

von Wo. OSTWALD SOWie iraktionen in Wasser, nach G. V. SOHULZ, c in g/zooccxn. 

Schulz fiigt. Nun sind 

im Laufe der 2 ^it eine Reihe von abweichenden Fallen bekannt geworden. 
So konnte Herz (36) feststellen, dafi die --Kurven einer Ldsung von 

Cellit in Methylglykolacetat zunachst ein Minimum durchlaufen und dann 
erst wieder ansteigen. 

Eine eingehende Unter- 
suchung der Methyl- 
cellulose verdankt man 
Schulz (27). In Abb. 13 
ist der fiir diese Sub- 
stanz charakteristische 
P 

Verlauf der •— - Kurven 

c 

dargestellt. Wendet man 
zur Deutung dieses Ver- 
haltens die von Schulz 
vorgeschlagenen Bezie- 
hungen an, so kann 
man, unter der Annahme 
eines konstanten Mole- 
kulargewichtes, einen Zusammenhang zwischen S und p berechnen. Unter 
normalen Umstanden ergibt sich hierftir, wie schon erwahnt, im logarith- 
mischen MaBstab eine Gerade; hier jedoch erhalt man zwei annahemd 
gerade Linien (Abb. 14), woraus man schlieBen kann, daB bei etwa 
Oi 5 % 2wei ziemlich wohldefinierte Zustande ineinander iibergehen. Da 
fiir alle untersuchten Praparate die obere, den niedrigen Konzentrationen 

Fortschritte d. Chem. org. Natunt. 1 . x8 



Abb. 14. Beziebung zwischen spezifispbem Covoliunen s und osmoti- 
schem Druck bei Metbylcellulosen in Wasser. OM » 79000; 
-f itr ■■ 49 <300; •Af ■> 46000. (Der Pfeil bezeicbnet die Werte, 
die zur Konzentration 0,5% gebdren.) 
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der Ldsungentsprechende Gerade identisch ist, darf man wohl annehmen, 
daB sie ftir das bis in die Einzelmolektile aufgeteilte System charakte- 
ristisch ist, wahrend die untere, die sich beim Fortschreiten innerhalb 
der polymerhomologen Reihe verschiebt, offenbar den Ausdruck ftir 
eine nicht ganz einfach verlaufende Assoziation darstellt. Schulz (27) 
vermutet, daB auch die von Herz (j6) aufgefundenen Anomalien in 
ahnlicher Weise zu verstehen sind. 

Einen andersartigen, ebenfalls sehr interessanten Effekt haben 
Staudinger und Reinecke (55) in Losungen von Athylcellulose in Chloro¬ 
form gefunden. Hier verlaufen die —-Kurven bei kleinen Konzentra- 

tionen horizontal und biegen erst bei einigen Grammen im Liter in einen 
ansteigenden Ast um. Man wird daher wohl annehmen diirfen, daB 
sich aus dem horizontalen, dem van't HoFFschen Gesetz entsprechenden 
Stiick bei kleinsten Konzentrationen, das Molekulargewicht berechnen 
laBt. Hier darf man also die Extrapolation im OsTWALDschen Sinn deshalb 
ohne besonderes Bedenken durchfiihren, weil die Anomalien erst im Be- 
reiche hoherer Konzentrationen einsetzen. Im iibrigen verhalten sich die 
in Chloroform untersuchten Athylcellulosen bei niedrigen Konzentrationen 
auch viskosimetrisch durchaus normal. Femer behalten sie nach Uber- 
ftihnmg in die Athyl-acetylcellulose den gleichen Polymerisationsgrad bei. 
Wir haben also hier offenbar Systeme vor uns, bei denen durch hinrei- 
chende Verdiinnung eine Aufteilung der Substanz in Einzelmolektile in 
weitgehendem MaBe gelingt. 

Daneben gibt es offenbar auch Falle, wo dies selbst bei sehr starker 
Verdiinnung nicht ohne weiteres moglich ist. So hat Staudinger an- 
gegeben, daB bei den von Okamura (57)^ osmotisch in Benzol vermessenen 
Athylcellulosen Mizelle vorliegen, die durch koordinative Bindungen in sich 
zusammengehalten sind. Es zeigt sich dies unter anderem beim Vergleich 
mit den viskosimetrischen Messungen und erkl^rt sich nach Staudingers 
Meinungdamit, daB die nach derVeratherungnoch freigebliebenenHydroxyl- 
gruppen (der Athoxylgehalt iibersteigt in keinem Fall den Wert von 2,6 
Gruppen pro Glukoserest) durch ihre starken Nebenvalenzkrafte zu Assozia- 
tionen fiihren. Diese konnen wohl in Chloroform luiter dem EinfluB der rela- 
tiv stark polaren CCl-Bindungen gespalten werden, nicht aber in Benzol. Das 


^ Die von Okamura aus dem Vergleich von osmotischem Druck und Viskositat 
berechneten iC-Konstanten zeigen Anomalien, indem sie sich beim Fortschreiten in 
der polymer>homologen Reihe unregelmABig andern und im Mittel 2 —3mal grdBer 
sind als die K^-Konstanten der verschiedenen Cellulos^erivate, sowie der Athyl¬ 
cellulose in anderen Ldsungsmitteln. 

Einen interessanten anomalen viskosimetrischen Effekt an dieser Substanz 
hat SuiDA { 38 ) aufgefunden. Versetzt man die benzolische JLdsung mit 0,1% Wasser, 
so sinkt die Viskositkt auf Bruchteile des ursprttnglichen Wertes ab, was wahrschein- 
lich mit Mizellbildung zu erklAren ist. 
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Verhalten ^nelt durchaus dem der einbasischen aliphatischen Fettsiuren — 
z. B, der Essigsaure, die in Benzol in Form von DoppelmolektUen vor- 
handen ist —, und es steht iiberhaupt mit dem starken Assoziations- 
bestreben der Hydroxylgnippen in gutem Einklang. Staudinger (55) ftihrt 
zur Sttitze seiner Ansicht noch an, daB nadh Veresterung der freigebliebe- 
nen Hydroxylgnippen mit Essigsaure das Verhalten in der Tat normal 
wird, ebenso wie die Ester der Carbonsauren in Benzol monomolekular 
geldst sind. 

Einen besseren Hinweis darauf, ob in einem bestimmten Fall tatsach- 
lich eine Aufteilung der Praparate bis in die einzelnen Molekiile erreicht 
ist, hat Staudinger durch Anwendung von polymer-analogen Umsetzungen 
(759) erbracht. Da dieses Verfahren die Kombination einer chemisch- 
praparativen Untersuchung mit einer chemisch-physikalischen bemhaltet 
und daher gerade im Rahmen des vorliegenden Artikels von Bedeutung 
ist, erscheint eine kurze Besprechung als gerechtfertigt. 

Wir betrachten als Beispiel zunachst die von Zechmeister imd 
Toth (jo) isolierten und charakterisierten Oligosaccharide. Bei ihnen 
konnte einwandfrei festgestellt werden, daB sowohl bei der Acetylierung 
als auch bei der Methylierung der Polymerisationsgrad erhalten bleibt. 
Daraus wird mit Recht der SchluB gezogen, daB in diesen Substanzen 3, 4 
bzw. 5—6 Glukosereste durch chemische Hauptvalenzen so fest zusammen- 
gehalten sind, daB dieser Zusammenhang den chemischen Eingriff der 
Veratherung bzw. der Veresterung iiberdauert. In ahnlicher Weise werden 
bei den Hochpolymeren derartige Umsetzungen durchgefiihrt imd durch 
Molekulargewichtsbestimmung gepriift, ob der Polymerisationsgrad er¬ 
halten geblieben ist. Zutreffenden Falles erfolgt der Ubergang in eine 
analoge Verbindung gleicher Ketteniange, und man hat eine polymer- 
analoge Umsetzung vor sich. Es darf dann wohl mit Recht angenommen 
werden, daB die in der Losung vorhandenen kinetischen Einheiten auch 
wirklich als Einzelmolekiile aufzufassen sind, denn sonst wiirde sich bei der 
chemischen Umsetzung wohl der Assoziationsgrad (d. h. die Zahl der zu 
einem kinetisch selbstandigen Teilchen vereinigten chemischen Molekiile) 
verandert haben. Staudinger weist wiederholt auf die groBe Wichtigkeit 
dieser polymeranalogen Umsetzimgen hin, da sich mit ihrer Hilfe, unter 
Verwendung klassischer Methoden der organischen Chemie, wichtige Bei- 
trage Tiber den Zustand hochpolymerer Stoffe in der Losung erbringen 
lassen. 

AUerdings muB man bei Bewertung der quantitativen Ergebnisse 
bedenken, daB man in den Hochpol3nneren niemals einheitliche Stoffe, 
sondem immer Gemische von Polymer-homologen vor sich hat, so daB 
beim Aufarbeiten der Reaktionsprodukte Fraktionierungen eintreten 
konnen, was zu gewiss^n kleineren Unterschieden im mittleren Polymeri¬ 
sationsgrad von Ausgangs- und Endprodukt fiiOlirt. Die groBte Schwierig- 
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keit, die sich einer quantitativen Durchfiihrung polymer-analoger Urn- 
setzungen entgegenstellt, ist aber die groBe Empfindlichkeit der Makro- 
molekiile gegen eine Verkleinerung ihrer Kettenlange. Analytisch kaum 
mehr nachweisbare Spuren von Substanzen konnen schon ausreichen, um 
einen erhebliehen Abbau zu bewirken. So geniigen nach Staudinger und 
JuRiscH (J5, dort S. 192) 0,96 mg Sauerstoff, um in 3,24 g Cellulose den 
Polymerisationsgrad von 2000 auf 1000 herabzusetzen; dies entspricht 
einem Bedatf von 6 Sauerstoffatomen fiir jede einzelne Kettenspaltung. 
Es ist daher bei alien Umsetzungen dieser Art streng auf den AusschluB 
von Sauerstoff zu achten, was mit groBem Nachdruck betont werden 
muB. Auch freie Spuren konnen hydrolytisch spaltend wirken,. welcher 
Umstand namentlich bei der Acetylcellulose von Wichtigkeit ist. LaBt 
man VorsichtsmaBregeln dieser Art auBer Acht oder beriicksichtigt sie 
nicht geniigerid, dann muB man damit rechnen, daB wahrend der polymer- 
analogen Umsetzung ein Ahhau erfolgt, wodurch die Ergebnisse natiirlich 
voUig unbrauchbar werden. 

Unter Bedachtnahme auf die eben erwahnten Umstande konnte 
Staudinger zeigen, daB Celluloseester in organischen Losungsmitteln bei 
hinreichender Verdiinnung im allgemeinen bis in die einzelnen Haupt- 
valenzketten aufgespalten sind. 

Das folgende Schema gibt einen Dberblick der von Staudinger und 
seinen Mitarbeitem in einer Reihe von Arbeiten bereits experimentell 
durchgefiihrten polymeranalogen Umsetzungen: 

Nitrate 

. t 

Cellulosen Athyl-cellulosen —► Athyl-acetyl-cellulosen 

H t 

Triacetate ^ Cellite 

Methyl-cellulosen —► Methyl-acetyl-cellulosen 

Alle Teilchengewichte wurden osmotisch bestimmt, lediglich die 
Cellulose selbst (in Kupferoxydammoniak-losung) konnte bisher nicht 
osmotisch, sondem nur viskosimetrisch gemessen werden. Auf Grund der 
durch den Vergleich von osmotischen und viskosimetrischen Messungen, 
namentlich bei Celluloseestem gesammelten Erfahrungen kommt Stau¬ 
dinger auch hier zur Auffassung von Einzelmolekiilen in Losung. Wir 
miissen ims ein naheres Eingehen auf diese spezielle SchluBfolgerung ffir 
spater vorbehalten, 

Eine Probe auf die Zuverlassigkeit solcher Versuche kann man wohl 
auch darin erblicken, daB die erhaltenen Derivate in das Ausgangsprodukt 
zuriickverwandelt, in guter Nahenmg wieder das urspriingliche Molekular- 
gewicht ergeben. 
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Osmotische Messungen an Celluloseestem sind im Laufe der Zeit auch 
von einer Reihe anderer Forscher durchgefiihrt worden. So vor allem von 
Duclaux und Mitarbeitem (40), R. O. Herzog, Spurlin [41) und Deri- 
PASKO (42), Obogi und Broda {43) i Sie haben sichergestellt, daB den 
Celluloseestem in Losung je nach der Vorbehandlung Polymerisations- 
grade bis zu 1600 zukommen. Aus den Messungen von Schulz (27) sowie 
Buchner und Steutel (30) tritt uns der Begriff der polymer-homologen 
Reihe dadurch besonders eindrucksvoll entgegen, daB, wie Abb. 6, 7, 8 
und 10 (S. 268—271) zeigen, mit einem fortschreitenden Abbau im Sinne 
des praparativen Chemikers auch eine allmahliche Abnalime des Moleku- 
largewichtes, d. h. der Kettenlange erfolgt. Die Kontinuitat der physi- 
kalisch-chemischen Eigenschaften von Fadenmolekiilen bei stetig veran- 
derter Lange findet also auch in den osmotischen Erscheinungen iliren 
klaren Ausdruck. 

Wir wollen nun die mittels der Endgruppen-methoden und der osmo¬ 
tischen Messungen erhaltenen Ergebnisse miteinander vergleichen. Das 
sich ergebende Bild ist recht uneinheitlich, indem die Zahl der nach ver- 
schiedenen Methoden gefundenen Aktiv- Oder Endgruppen teils der Anzahl 
der Endglieder bei der osmometrisch bestimmten Kettenlange entspricht 
(Tetramethylglukose aus Cellit, Methylcellulose und regenerierter Cellulose), 
teils aber groBer (elektrometrische Titration) und teils kleiner ist (Tetra¬ 
methylglukose aus nativer Cellulose). Zur Erklarung der Unterschiede wird 
man einerseits Blockierungen von Kettenenden annehmen, anderseits ein- 
gebaute kurze Seitenketten in Betracht zu ziehen haben. Jedenfalls ist 
das aus den osmotischen Messungen, namentlich in Verbindung mit den 
polymeranalogen Umsetzungen erhaltene, durchsichtige Bild des jnoleku- 
laren Baues mit den Ergebnissen d.er Endgruppenbestimmung nach Ein- 
fiihrung gewisser plausibler Zusatzannahmen ohne weiteres vertraglich. 
Wenn wir auch heute beziiglich dieser Feinheiten des molekularen Auf- 
baues noch nicht ganz klar sehen, so sind letzten Endes gerade aus solchen 
Kombinationen wichtige Erkenntnisse zu erwarten. 

In Lbsungen von xanthogenierter Cellulose (Viskose) scheinen beziig- 
lich des Dispersitatsgrades wesentlich andere Verhaltnisse vorzuliegen. 
Besonders Lieser [44) hat sich in letzter Zeit mit dem Zerteilungszustand 
in diesen Lbsungen erfolgreich beschaftigt und konunt zu der Auffassung, 
daB sowohl in Viskose als auch in Kupferoxydammoniak keine Zerteilung 
bis in die einzelnen Hauptvalenzketten statthat, sondem daB Mizelle im 
Sinne der MEVER-MARKschen Auffassung vorliegen. Die Frage, wann 
die Aufteilung nur bis in MizeUen und wann sie bis in EinzelmokkiUe er¬ 
folgt, warden wir gemaB dem derzeitigen Stand unseres Wissens wahr- 
scheinlich wie folgt am richtigsten beantworten (x). 

Wenn man an der im chemisch unver^nderten Zustand unlbslichen 
Cellulose eine chemische Reaktion vomimmt, so wird, wie besonders 
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rdntgenographische Untersuchungen von Hess und Trogus {45) gezeigt 
haben, das Reagenz in vielen Fallen zuerst an der Oberflache der Mizellen 
zu Umsetzungen flihren und die Reaktion dann schichtenweise ins Innere 
weitertragen. 1 st die angreifende Substanz nicht ohne weiteres fahig, die 
zwischenmolekularen Krafte der Hauptvalenzketten soweit zuiiberwinden, 
daB sie ins Innere der Mizelle eindringen kann, so wird die Reaktion auf die 
Mizell-oberflache beschrankt bleiben. 1 st dann ein Dispersionsmittel vor- 
handen, in welchem sich das oberflachlich gebildete Derivat lost, so sind 
zwei Falle mdglich: 

1. Der Zusainmenhalt zwischen den Hauptvalenzketten des Derivates 
und den Hauptvalenzketten der unveranderten Cellulose ist schwacher 
als die Solvatationstendenz der Losungsmittelmolekiile. Dann wird eine 
Aufldsung der bereits in das Derivat umgesetzten Hauptvalenzketten er- 
folgen und unveranderte Cellulose ungelost zuriickbleiben. Die Losung 
wird dann im allgemeinen monomolekular sein und nur einen bestimmten 
Teil der gesamten Substanz erfassen. 

2. Der Zusammenhalt zwischen den beiden Arten von Hauptvalenz¬ 
ketten ist starker als die Solvatationstendenz der Ldsungsmittelmolekiile. 
Dann werden im allgemeinen die Mizelle als Ganzes vermbge ihrer „los- 
lichen Oterflache*' davonschwinunen. Dieser Fall scheint beim Xantho- 
genat vorzuliegen. 

Wenn die permutoide Reaktion nicht auf die Oberfiache beschrankt 
bleibt, sohdem bis zu einem voUstandigen Umsatz gefiihrt hat, braucht 
deshalb noch keine molekulardisperse Losung zu entstehen. V/ir haben 
bereits den typischen Fall der Athylcelluloseldsimg in Banzol besprochen, 
wo sich die Solvatationstendenzen mit den konkunierenden van der 
WAALSschen Kraften zwischen den Hauptvalenzketten etwa die Waage 
halten, so daB kleine Einfltisse — Zusatz von wenig Wasser — schon zu 
einer betrachtlichen Verschiebimg des Dispergierungs-gleichgewichtes 
fiihren kdnnen. 

Zusammenfassend laBt sich also feststellen, daB die Frage nach dem 
Dispersitatsgrad der Ldsungen von Cellulose und ihren Derivaten nicht 
ohne weiteres ftir alle Systeme in einheitlicher Weise beantwortet werden 
kann. Ob die Teilchengewichtsbestimmung in einem speziellen Fall zu- 
gleich als Molekulargewichtsbestinunung gewertet werden darf, ist, so- 
fem nicht schon besondere Erfahrungen an der betreffenden Substanz 
vorliegen, an Hand der folgenden drei Kriterien zu entscheiden: 

1. Cberfiihrung in polymeranaloge Verbindungen vom gleichen Poly- 
merisationsgrad; 

2. Invarianz des Teilchengewichtes bei Variation des Ldsungsmittels 
xmd 

P 

3. normaler Verlauf von — in Abh^gigkeit von der Konzentration. 
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Nachdem wir nunmehr an Hand des Verhaltens der Celluloseldsnngen 
die Auswertungsmethoden und verschiedenen Schwierigkeiten kennen ge- 
lemt haben, kdnnen wir in verhaitnismaBiger Ktirze die bei anderen 
nattirlichen und ktinstlichen Hochpol5nneren erzielten Ergebnisse be- 
sprechen. 


Messungen an verschiedenen weiteren Fadenmolekiilen. 

Starke. Die Verhaltnisse liegen hier ganz andersartig. Wie bereits 
berichtet, haben Haworth und Hirst (6) schon vor langerer Zeit mittels 
der Endgruppenmethode eine scheinbare Kettenlange von etwa 25—^30 
gefunden, und zwar unabhangig 
von der Viskositat und dem 
osmotischen Molekulargewicht 
des betreffenden Pr^parates. Zu 
einem SLhnlichen Ergebnis fiihr* 
ten die Untersuchungen von 
Hess und Lung (7). Wie Ta- 
belle I zeigt (S. 258), ist bei 
Praparaten, deren viskosi- 
metrisch bestimmter Polymeri- 
sationsgrad zwischen 1600 und 
3090 schwankt, die aus dem 
Endgruppengehalt bestimmte 
scheinbare Kettenlange iiber- 
einstimmend etwa 50. Die Diskrepanz zwischen den Arbeiten der 
HAWORTHschen und der HESSschen Schule ware nach Meinung des 
letzteren Forschers auf eine nicht geniigend schonende Methylierung bei 
Haworth zuiiickzufiihren. Dbereinstimmend bei beiden ist aber die Tat- 
sache, daB das mit physikalischen Methoden bestimmte Molekulargewicht 
das durch Endgruppenanalyse ermittelte um ein bis zwei GrbBenordnungen 
iibertrifft. Hierfiir sind zwei Deutungen moglich: 

1. Die durch Hauptvalenzen in sich zusammengehaltenen Molekfile 
haben eine GroBe, wie sie sich aus der Endgruppenanalyse ergibt. Aus 
diesen Molekiilen werden durch Nebenvalenzen (Mizellbildung usw.) jene 
Teilchen gebildet, die man osmotisch miBt. 

2. Das osmotisch bestimmte Molekulargewicht ist das richtige und der 
groBe Gehalt an Endgruppen ist durch eine Verzweigung des Molekiils 
bedingt. Abb. 15 bringt eine von Staudinger zur Erklarung dieses Be- 
fundes zur Diskussion gesteUte ^Kammformel”. Das scheinbare Molekular¬ 
gewicht aus der Endgruppenbestinunung von 20 Q oder 50 C® wtirde dann 
etWa der Lange einer einzelnen Seitenkette entsprechen. Staudinger {46) 
hat in einer kUrzlich erschienenen Arbeit einen Beweis fiir diese Auf- 
fassung angestrebt, indem er polymeranaloge Umsetzungen an verschie- 



Abb. 15. ,,KaxninfQrmel** fiir Starke nach STAUDINGER. 
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denen Starke-sorten und -fraktionen durchfuhrte und sowohl beim Aus- 
gangs- als auch Endprodukt das Molekulargewicht durch ospiotische 
Messungen bestimmte. Das in Tabelle 4 wiedergegebene Zahlenmateria'l 
zeigt, dafl der Polymerisationsgrad weitgehend, erhalten bleibt. Dies 
spricht fiir die Auffassung, da6 die in Losung vorhandenen kinetischen 
Einheiten tatsachlich Einzelmolekiile sind. 


Tabelle 4. t)berftlhrung von polymerhomologen St&rken in polymer- 
analoge Produkte nach Staudinger und Husemann {46). 



Polynierisationsgrade 

Starkesorte 

Ausgangs* 

material 

Starketriacetate 

1 St&rken aus Tri- 
, acetaten durch 
! Verseifung 

Methylst§rken 
aus Triacetaten 

Kartoffelstarke. 

1 

185 

1 

190 

J85 

200 


380 

390 

_ 

1 _ 


570 

590 

560 

540 



940 

960 

870 




Weizenst^rke. 

1770 

— 

1640 

— 

M . 

600 

570 

530 

— 


Ob freilich die Kammformel Staudingers bereits eine endgtiltige 
Formulierung darstellt, muB vorlaufig offen bleiben. 

So be tout Hess (7), daB sich in dem Hydrolysat-gemisch des 
methylierten Produktes von den Verzweigungsstellen herriihrende Di- 
methylcellulose finden muBte, ohne daB es ihm gelungen ware, das Produkt 
analytisch nachzuweisen. Die Komplikationen scheinen bei der Starke 
jedenfalls ganz besonders groB zu sein und ein andersartiger stabiler Zu- 
sammenhalt von kiirzeren Glukoseketten (Fremdhautsystem) ware 
vielleicht hier doch diskutabel. 

Glykogen. Wie bereits berichtet wurde, sind die Diskrepanzen zwischen 
den Molekulargewichten aus Endgruppenbestimmung und osmotischer 
Messung noch groBer als bei der Starke. Die Diskussion wird sich in 
gleicher Richtung wie bei dieser bewegen miissen. 

Inulin. Wie erwahnt, wurde der Polymerisationsgrad aus Endgruppen¬ 
bestimmung und osmotischer Messung von Haworth tibereinstimmend zu 
etwa 30 festgestellt, so daB unverzweigte Ketten von 30 C® angenommen 
werden diirfen. 

Katdschuk, Hier sind vor allem die klassischen Arbeiten von Cas- 
PARi (47) zu nennen, der zahlreiche, sehr exakte osmotische Messungen 
ausgefiihrt hat. Die verwendeten Konzentrationen waren wohl ziemlich 
hoch, doch scheint das Verhalten nach den von Wo. Ostwald durch- 
gefiihrten Auswertimgen doch soweit normal zu sein, daB die Extra- 
polationen und damit die berechneten Molekulargewichte einigermaBen 
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sicher sind. Die^in Abb. 3 (S. 266) dargestellten Messungen (Kautschuk 
in Benzol) ergaben z. B. ein Molekulargewicht von 129000.^ 

Sehr lehrreich sind die Ergebnisse der Untersuchung von geaUertem 
Kautschuk. Die durch Alter oder Belichtung hervorgerufenen Verande- 
rungen fiihrt man meist in erster Linie auf einen Abbau der Molekule, 
also eine Verringerung der Kettenlange zuriick. Die dadurch bedingte 
Vermehrung der Molekiilzahl lieBe eine VergroBerung des osmotischen 
Druckes erwarten. Nun findet man bei den angewendeten Konzentra- 
tionen (nicht unter 10 g/1) gegen- 
tiber dem frischen Kautschuk 
jedoch eine Verringerung des 
osmotischen Droickes. 

Die Aufklarung dieses schein- 
baren G^gensatzes hat Wo. Osx- 
WALD durch die Beriicksichti- 
gung der Abweichungen vom 
van’t HoFFschen Gesetz erbrin* 
gen konnen, Der Sachverhalt 
laBt sich am besten an dem 
Schema von Abb. 16 erlautem, 

in welchem die ---Werte fiir 

c 

einen frischen Kautschuk (I) 
und einen gealterten Kautschuk (II) in Abhangigkeit von c aufgetragen 
sind. Der Ordinatenabschnitt ist bei II tatsachlich hoher, also, 
wie nach der Depolarisations-Vorstellung zu erwarten war, eine Ver¬ 
mehrung der Molekiilzahl eingetreten. Die Abweichungen vom vai^’t 
HoFFschen Gesetz sind aber beim ungealterten Kautschuk (I) starker, so 
daB bei der niedersten angewendeten Konzentration der Gesamtdruck 
des frischen Kautschuks (I) bereits den des gealterten (II) ubertrifft, Wie 
Kratky und Musil (29) bemerken, hat im Sinne ihrer Theorie iiber das 
Zustandekommen der Abweichungen vom van’t HoFFschen Gesetz, die 
Wechselwirkung der einzelnen Kettenglieder mit dem Ldsungsmittel durch 
die- Alterung — beim „Leimigwerden“ — stark abgenommen. Im all- 
gemeinen geht aber eine Verkleinerung des Molekiils mit einer Vergrofie- 
rung dieser Wechselwirkung einher, wie vor allem die Messungen von 
Schulz (27) zeigen: mit einer VergroBerung des Ordinatenabschnittes 

steigt die Neigungstangente der -—-Kurve (Abb. 6, 7, 8, S. 268, 269). 

Die erwShnte Theorie geht zur ErklSrung dieses „normalen*' Effektes 

^ Das Molekulargewicht im uativen Zustand kann auch wesentlich hdher liegen 
und bis zur Durchfiihrung der Messung bereits ein Abbau durch Sauerstoff erfolgt 
sein (59, dort S. 399). 



altertem Kautschuk {II), auf Grund der Versuche voii 
CaBPARI und Uberlegungcn von Wo. OSTWAID, schenia- 
tisch dargestellt. 
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davon aus, daB in kleinen Molekiilen die einzelnen Grundbausteine gleich- 
maBiger iiber die Lbsung verteilt sind, als wenn eine H^ufung durch ihre 
Bindung zu sehr groBen Fadenmolekiilen vorliegt. Die „Wechselwirknng'' 
ist in ersterem Fall groBer, was man sich leicht z. B. aus der Tatsache 
klar macht, daB die Lbsungswarme in dem MaBe frei wird, in welchem der 
gelbste Stoff in immer grbBerer Verdiinnung im Lbsungsmittel verteilt 
wird. Der gedachte Zerfall eines ganzen Fadenmolekiils in mehrere kleine 
entspricht nun durch Beseitigung der starken Haufung einer solchen Ver- 
diinnung und damit einem Anwachsen der Wechselwirkungsterme, d. h. 
der Abweichungen vom van’t HoFFschen Gesetz. Das Verhalten der 
Celluloseester kann also von diesem Gesichtspunkte aus gut verstanden 
werden, wahrend das der gealterten Kautschuklbsungen als „abnonnar' 
zu bezeichnen ist. Die festgestellte Abnahme der Wechselwirkung darf 
demnach fast mit Sicherheit als Indikator daftir angesehen werden, 
daB auBer der Kettenverkleinening noch ein zweiter Vorgang statt- 
findet, der die beim Abbau in einer polymerhomologen Reihe nor- 
malerweise eintretende Erhbhung der Wechselwirkungsglieder iiberkom- 
pensiert. 

Auch die ScHULZsche Solvatationstheorie ist naturlich nicht in der 
Lage, die beiden schematischen Kurven in Abb. i6 mit dem gleichen k 
und V darzustellen. Die Leistung dieser Theorie besteht aber gerade darin, 
daB sie in verschiedenen anderen Fallen (Abb. 6,7,8, S. 268,269) mit zwei 
Konstanten das Verhalten einer ganzen polymerhomologen Reihe zu er- 
fassen vermochte. Aus ihrem Versagen ist daher ebenfalls zu schlieBen, 
daB frischer und gealterter Kautschuk streng genommen nicht der gleichen 
polymerhomologen Reihe angehbren. Es wird sicher nicht schwer sein, 
Erklarungen fiir die mbglicherweise neben dem Abbau verlaufenden Ver- 
anderungen vorzuschlagen, doch koramt es uns weniger auf eine solche 
— im Moment ja doch nur hypothetische — Erklarung an, als vielmehr auf 
die Charakterisierung der osmotischen Methode als Hilfsmittel zur Er« 
kennung von chemischen Veranderungen in einer Lbsung. 

In neuerer Zeit wurdeh an Kautschuklbsungen Messungen von Kroe- 
PELIN und Brumhagen [48) durchgefiihrt. Sie stellen insofem eine wich- 
tige Erganzung der alteren Messungen dar, als bis hinab zu Konzen- 
trationen von etwa 5 g /1 gemessen wurde. Femer sind die neueren, sehr 
sorgfaltigen Messungen von Stamberger und Blow (^9) sowie von 
Fikentscher (50) zu nennen. 

An Guttapercha hat Caspari (4^) Messungen vorgenommen. 

KunsUiche Hochpolymere, Schulz hat Messungen an pol3mier- 
homologen Polyst5n:olen und Polyathylenoxyden ausgefiihrt (Abb. 7 u. 8, 
S. 269). Die Kurvenscharen ffigen sich ausgezeichnet den von ihm an- 
gegebenen Formeln. Das Verhalten ist also ganz analog dem der Cellu¬ 
loseester. 
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Die Grenzen der osmotischen Methode. 

Die osmotische Methode der Molekulargewichtsbestimmung gehort 
zweifellos zu den leistungsflQiigsten und hat auch den Vorzug, bei 
einiger Einarbeitung in jedem chemischen Laboratorium ausftihrbar zu 
sein. Nachdem wir in den vorhergehenden Abschnitten die Ergebnisse 
aufgezeigt haben, soUen nun die Grenzen besprochen werden, die ihrer 
Leistungsfahigkeit derzeit gesetzt sind. Sie liegen vor allem in drei 
Dingen. 

a) Besonders grofie Molekiile und Verlauf bei kleinsten Konzen- 
trationen. Die Messungen werden sehr schwierig, sobald das Molekular- 
gewicht einige 100000 betragt. Der osmotische Druck bei Konzentrationen 
von einigen Grammen pro Liter liegt dann nur mehr in der GroBen- 
ordnung von wenigen Millimetem Wassersaule und die Ergebnisse sind 
daher bei der MeBgenauigkeit von etwa 0,5 mm Wassersaule schon mit 
einer nennenswerten Unsicherheit behaftet. Immerhin konnte Schulz 
eine Nitrocellulosefraktion vom Molekulargewicht 443000 noch gut 
durchmessen (Abb. 6, S. 268). 

Wirhaben erwahnt, daB.die experimentelle Entscheidung zwischen dem 
nach den Formeln von Ostwald und Schulz berechneten Verlauf bei den 
kleinsten Konzentrationen bisher noch nicht erbracht werden konnte. Eine 
Ausdehnung der Messungen auf dieses Gebiet ware durchaus wtinschens- 
wert, und zwar sowohl aus Griinden einer noch genaueren Molekular¬ 
gewichtsbestimmung, als auch zwecks Herbeiftihrung dieser fiir unsere 
Vorstellung vom Losungszustand wichtigen Entscheidung. 

Signer (67) hat vor mehreren Jahren in seinen Arbeiten iiber die 
ultrazentrifugalen Messungen ebenfalls die Abweichungen vom van't 
HoFFschen Gesetz bei den kleinsten Konzentrationen diskutiert und ist 
damals zur Auffassung gekommen, daB bei Molekulargewichten von 
einigen 100000 das Osmometer keinesfalls in der Lage sei, verlaBliche 
Werte zu liefem. An Hand der neueren Messungen von Schulz sehen wir 
aber, daB bei der heute erreichbaren MeBgenauigkeit diese Bedenken 
gegenstandslos geworden sind. AUein Abb. 6, S. 268 demonstriert wohl 
hinreichend diese Behauptung, so daB trotz der groBen Wichtigkeit 
dieser Frage, eine zahlenmaBige Diskussion unterbleiben darf. 

b) Die Heterodispersitfit. Ein zweiter und zwar grundsatzlicher 
Mangel der osmotischen Methodik besteht darin, daB sie immer nur mitt- 
lere Molekulargewichte miBt. Die Mittelbildimg muB man sich dabei so 
denken, daB das Gesamtgewicht durch die Anziil der Molekiile dividiert 
wird.^ 


^ Diese Bemerkung ist deshalb nicht trivial, weil cxperimentelle Mittelwerte auch 
in anderer Weise zustande kommen kdnnen; z. B. ist die gemessene spezifische Vis- 
kositat einer Ldsung von Fadenmolekiilen ein Mittelwert aus den Viskositaten der 
einz^sen vorhandenen Molekfilsorten. wobei jedes Molektil in die Mittelwertbildung 
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Da bei der osmotischen Messung alle Molekiile in gleicher Weis^ zahlen, 
verschiebt eine kleine Gewichtsmenge einer niedermolekularen Fraktion 
(die eine relativ groBe Zahl an Molekiilen entha.lt), das Mittel betra.chtlich 
nach kleineren Werten. Man wird daher vor der Durchfiihrung jeder 
osmotischen Messung eine moglichst vollstandige Entfemung solcher 
niederer Fraktionen nach einer der bekannten Methoden anstreben.^ 
Bei dieser Sachlage wiirde eine ganz niedermolekulare Beimengung, etwa 
das Monomere der Substanz oder sonst irgendwelche Abbauprodukte 
verheerend wirken. Glticklicherweise schiitzt vor derartigen Fehlem die 
halbdurchlassige Membran, indem sich Teilchen unterhalb eines Moleku- 
largewichtes von etwa 5000 rasch gleichma.Big auf beide Seiten der Mem¬ 
bran verteilen, sodaB eine osmotischeWirkung solcher Verunreinigungen 
nicht zustande kommt. 

c) Fadenmoleklile unter M — 20000. Die kauflichen Membranen 
fur nicht-wa.Brige Losungsmittel, die Cellafilter, sind nur etwa bis zur 
Grenze von M = 20000 sieher halbdurchlassig; bei kleineren Molekular- 
gewichten kommt es nicht mehr zu einer Gleichgewichtseinstellung, weil 
die gelosten Molekiile bereits mit einer merklichen Geschwindigkeit 
durch die Membran diffundieren. Alle bisherigen Messungen erstrecken 
sich daher auf groBere Molekulargewichte. Nun ware aber gerade das 
Gebiet zwischen den niedermolekularen Stoffen und den richtig hoch- 
molekularen aus mehreren Grijinden besonders interessant. Es wiirde 
zweifellos viel zum Verstandnis der charakteristischen Eigenschaften der 
Hochpolymeren beitragen, wenn man den allmahlichen Ubergang von 
niedermolekular in hochmolekular an Hand moglichst vieler Eigenschaften 
verfolgen kdnnte. Wir wollen daher in Kiirze einige neuere Versuche 
streifen, welche Wege zur Erforschung dieses Zwischengebietes aufzuzeigen 
scheinen. 

Nehmen wir an, daB die in der osmotischen Zelle geldsten Molekiile 
zwar mit einer merklichen Geschwindigkeit durch die Membran diffun¬ 
dieren, jedoch die Dauer fiir ihre gleichmaBige Verteilung auf die Fliissig- 
keit auBerhalb und innerhalb der Membran mindestens von der GroBen- 
ordnung der Dauer eines normalen osmotischen Versuches ist. Beim Ein- 
bringen der mit Losung gefiillten Zelle in das Losungsmittel wird anfang- 

mit einem statistischen Gewicht eingeht, das seinem Molekulargewicht (Polymeri- 
sationsgrad) proportional ist. Vgl. hierzu (5a), (5j), (5^). 

^ Am meisten angewendet wird wohl die fraktionierte Fallung: Rocha (55); 
Hbrzog und Deripasko (4s); Duclaux und Nodzu {40); Hbrz {36).; Obogi und 
Broda {43). Manchmal bietet die Methode der sukzessiven teilweisen Ldsung 
gewisse Vorteile: Sakurada und Tanigushz (56); Neumann, Obogi und Rogo- 
wiN (57). Dann ist noch erne Nivellierung der Kettenlkngen durch ,,Destruktierung** 
mOglich: Rogowin und Schlachower (3S). SchlieBlich ist neuerdings der Versuch 
untemommen worden, eine Fraktionierung durch chromatographische Adsorptions- 
analyse auszuftthren: Mark und Saito (59). 
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lich ein Einstromen des Losungsmittels in die Zelle einsetzen und der 
Meniskus in der Kapillare wird steigen. Wenn auch im weiteren Verlaufe 
ein wenig von der gelosten Substanz nach auBen diffundiert, wird die 
osmotische Druckdifferenz inuner noch groBer sein als der bereits erreichten 
Steighohe entspricht und es wird ein weiteres Steigen erfolgen. SchlieBlich 
wird aber die Konzentrationsdifferenz zwischen innen und auBen so weit 
abgesunken und der Meniskus in der Kapillare so weit angestiegen sein, daB 
Gleichgewicht herrscht. Von diesem Punkt an wird wieder ein Absinken des 
Meniskus in dem MaBe erfolgen, wie durch weiteres Hinausdiffundieren 
der Substanz die Konzentrationsdifferenz weiter abnimmt. Der Versuch 
hat also darin zu bestehen, daB man in dem Moment, wo die Steighohe in 
der Kapillare ein Maximum erreicht hat, auBen und innen eine Fliissig- 
keitsprobe entnimmt und die Konzentrationsdifferenz bestimmt. Aus 
dieser und der abgelesenen maximalen Steighohe kann nun gemaB (3) 
(S. 263) das Molekulargewicht berechnet werden. In solcher Weise 
durchgefiihrte orientierende Versuche von Bing, Kratky und Mandl 
(unverdff.) lieBen diesen Weg zur Uberbriickung des in Frage stehenden 
Gebietes als hoffnungsvoll erscheinen. 

Eine zweite grundsatzliche Moglichkeit besteht darin, daB man die 
PorengroBe der Membran entsprechend verkleinert. Hydratcellulosefilme 
kdnnen durch Deformation ftir organische Losungsmittel praktisch undurch- 
lassig gemacht werden (60), und es ist zu hoffen, daB es einZwischenstadium 
der Deformation gibt, wo die Durchlassigkeit bzw. die PorengroBe den 
richtigen Grad erreicht. Allerdings scheint es fraglich, ob man iiberhaupt 
davon sprechen darf, daB es bei Fadenmolekiilen eine fiir Molekular- 
gewichte von z. B. 10000 bis 20000 passende PorengroBe gibt. 

Bei kugelfdrmigen Molekiilen hat die Aussage fiber die PorengroBe im 
Hinblick auf den Durchmesser des Molekiils noch einen verhaltnismaBig 
klaren Sinn. Bei langen Ketten dagegen, die anscheinend einen ziemlich 
undefinierten Knauel bilden, wfirde man wahrscheinlich auch bei sehr 
einheitlicher PorengroBe keine scharfe Grenze in der Durchlassigkeit 
gegeniiber Molekiilen verschiedenen Molekulargewichtes feststellen konnen. 
Es scheint vielmehr eher so, als wiirden Poren von einer bestimmten 
MinimalgroBe an alle jene Molekiile am Durchtritt verhindem, welche 
schon richtige Knauel bilden, dagegen Fadenmolekiile durchlassen, wenn 
diese noch mit nennenswerter Wahrscheinlichkeit eine gestreckte Form 
annehmen. Eine Verkleinerung der Poren konnte daher vielleicht auch 
alien gestreckten Molekiilen den Durchtritt verwehren, ohne daB, wie man 
es wiinscht, die Grenze etwa von 20000 auf 10000 oder 5000 herabgesetzt 
wird. Orientierende Versuche in dieser Richtung haben jedenfalls vor- 
laufig keine befriedigenden Resultate ergeben, es muB aber weiteren 
Untersuchungen vorbehalten bleiben, hier Klarheit zu schaffen. Jeden¬ 
falls konnten sie, auch wenn der urspriingliche Zweck der Schaffimg einer 
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Membran mit tiefer liegender PermeabilitSltsgrisnze ftir Fadenmolektile 
nicht erreicht wird, doch wichtige Aussagen liber Form, Verkn^uelung 
und Streckbarkeit der Moleklile vermitteln. 


Experimentelle Hinweise, 

Es ist hier nicht mdglich, in Klirze genaue Anweisungen zur Durch- 
flihrung osmotischer Experimente zn geben. So wollen wir uns damit 
begniigen, die Grundprinzipien aufzuz^len und einige Hinweise auf 
wichtige Arbeiten zu bringen. 

Die apparativen Gnmdideen wurden in den Arbeiten von Adair, 
Berkeley, Biltz, van Campen, Caspari, Duclaux, Hartley, Herzog, 
Pauli, S 5 rensen u. a. entwickelt. 

Einen besonderen Typus stellt das von Caspari {47) flir Kautschuk 
verwendete Osmometer dar. Die Zelle ist ein mit einer Kautschukmembran 
versehener TonzyHnder, der in situ kalt vulkanisiert wird. 

Die Messungen an EiweiBstoffen, wo wegen der meist nicht extrem 
kleinen Drucke das rein Apparative keine besonderen Schwierigkeiten 
macht, wurden meist mit Hilfe von sackformigen Kollodiiunzellen vor- 
genommen [S 5 rensen, Adair, vgl. (22)]. 

Bei den Kohlehydratderivaten sind wegen der Forderung sehr weit- 
gehender Verdiinnimg die Messungen am schwierigsten. Man unterscheidet 
im wesentlichen zwei Typen von Apparaten. Der erste Typus benlitzt eine 
frei h&ngende sackformige Membran, die man am besten selbst herstellt, 
indem man ein GefaB von der Form einer Eprouvette in eine Nitro- 
celhiloselosung taucht und nach dem Verdunsten des Losungsmittels die 
gebildete Haut abzieht. Bei Verwendimg von Wasser als Losungsmittel 
(Methylcellulose) wird die Membran unmittelbar gebraucht, bei Anwen- 
dung von organischen Ldsungsmitteln (Celluloseester, Athyl-acetyl- 
cellulose) wird sie zuerst denitriert, d. h. in Hydratcellulose libergeflihrt. 
Diese Membran wird nun an einen Glaskbrper gebunden, der ein Flillrohr 
und ein Steigrohr tragt. Die modemsten Messungen dieser Art stammen 
von Dobry [34, 61). Die Methode besitzt den groBen Vorzug, daB die 
Apparate sehr billig sind, wenig Platz beanspruchen und man daher bequem 
Serienmessungen durchflihren kann. AUerdings bedingt die freihangende 
Membran verschiedene Fehlerquellen, wie Deformation durch den hydro- 
statischen Druck bei grpBeren Steighohen. Femer ist durch die primitive 
Art der Herstellung der Membran ein gewisser Unsicherheitsfaktor in 
der Durchlassigkeit gegeben. Jedenfalls bedarf die Methode einer Ein- 
arbeitung, sie scheint aber dann sehr leistungsfahig zu sein. 

Ein zweiter Typus von Apparaten verwendet eine plan eingespannle 
Membran, welche beiderseits von Siebplatten gehalten wird. Solche 
Apparate haben Herzog und Spurlin (41) sowie Obogi und Broda {43) 
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verwendet und in neuerer Zeit wurden sie vor allem von Schulz (27) zu 
hoher Vollendung gebracht. Abb. 17 bringt das Schema eines derartigen 
Apparates. Man verwendet bei diesem, vomehmlich ftir organische 
Fliissigkeiten gebauten Apparat zweckmafiig die kSluflichen Ultrazella- 
filter^ und schaltet damit die mit der Herstellung verbundenen Fehler- 
quellen mit Sicherheit aus. 

Die Ablesung des Druckes ist 
immer dann einfach, wenn es sich 
um verhaltnismaBig hohe Werte 
handelt (10 cm Wassersaule und 
dariiber). Man kann dann entweder 
die Einstellung eines Gleichgewich- 
tes abwarten — was sich durch 
Vorgeben der ungefahr zu erwarten- 
den Steighohen in der Kapillare be- 
schleunigen l^Bt — oder man miBt 
bei verschieden eingestellten Drucken 
die Geschwindigkeit des Steigens 
bzw. Fallens und ermittelt daraus 
durch Interpolation den Gleich- 
gewichtsdruck [Berkeley und 
Hartley (62) und van Campen (63)]. 

SchlieBlich wurden Kompensations- 
verfahren in Anwendung gebracht, 
bei welchen durch einen ausgeiibten 
Gegendruck der osmotische Druck 
gerade ausgeglichen wird (64, 62, 22). Abb. 17. Osmotische Zelle nach SOHITLZ. 
Bei kleinen Drucken dagegen bleibt 

nur die Mdglichkeit, daB man die Gleichgewichtseinstellung abwartet, 
denn jede auf Geschwindigkeitsmessung basierende Methode w^re hier 
zu ungenau. Fine wesentliche Fehlerquelle ist die kapillare Steighohe, 
welche nach vorhergehender sorgfaltiger Eichung in Abzug gebracht 
werden muB. 

D. Die Ultrazentrifugierung. 

Das leistungsf^igste Hilfsmittel zur Bestimmung des Molekular- 
gewichtes hochmolekularer Stoffe ist zweifellos die von The Svedberg 
ins Leben gerufene Methode der Ultrazentrifugierung (65, dort weitere Lit.). 
Wir woUen aus diesem Gebiet hier nur eine Frage herausgreifen, die im Hin- 
blick auf die Form geldster Molekiile von besonderer Bedeutung ist. 

Bei der Bestimmung des Molekulargewichtes nach der Geschwindig- 
keitsmethode schlieBt man von der experimentell bestimmten Sedi< 

^ Hergestdlt von der Gdttinger Membranfilter-Gesellschaft; Sorte „feinst'*. 
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mentationsgeschwindigkeit auf die Geschwindigkeit s im Feld eins, 
welche als die „Sedimentationskonstante“ bezeichnet wird. Multiplizieren 
wir diese mit der Reibung r, welche i Mol der gelosten Substanz bei der 
Geschwindigkeit i erfSihrt, so erhalten wir die Reibung fur die Geschwin¬ 
digkeit s. Diese Reibungskraft fs muB gleich der im Felde eins wirkenden 
Kraft sein, die sich unter Beriicksichtigung des Auftriebes gemaB 

/.=«(.-!) 

ergibt, wo die Dichte des Ldsungsmittels, Qg die der gelosten Substanz 
bedeutet (51). Kennen wir das Molekulargewicht Af, so konnen wir aus 
dieser Gleichung mithin die Reibungskonstante / bei der Geschwindigkeit 
eins ausrechnen. Die Anwendung der Gleichgewichtsmethode ermoglicht 
nun eine solche unabhangige Bestimmung des Molekulargewichtes, so 
daB die Reibungskonstante / tatsachlich bestimmbar wird. 

Denkt man sich nun das Molekiil von der Masse 


M 

W 

(Ni^ = LoHSCHMiDTsche Zahl) und der bekannten Dichte d zu einer Kugel 
geformt, so hat diese den Radius 


V 43* 


3M 

~n£J 


und wir sind in der Lage, die Reibungskraft eines solchen Molekiils bei 
der Geschwindigkeit eins nach dem STOKESschen Gesetz zu berechnen: 


6nr7] = 6nf] 


V- 


4 n Nl d 


Die Reibungskraft eines Mols bei der Geschwindigkeit eins ergibt sich 
daraus also zu 

f^ = f,nrriNL = 6nri^^^^^~ . 

Nun kann man einen Vergleich von / und vomehmen. Dies hat 
SvEDBERG (65) bei einer Reihe von loslichen EiweiBstoffen getan und dabei 
gefunden, daB die beiden Koeffizienten innerhalb der Fehlergrenzen gleich 
sind. Die unmittelbar aus dem Experiment entnommene Reibungskraft 
ist also gleich der bei Annahme einer kugelformigen Gestalt theoretisch 
nach dem SxoKESschen Gesetz berechneten. Dies beweist mit groBer 
Sicherheit, daB den imtersuchten Molekiilen Kugelgestalt zukommt. 

Es ist nun interessant festzustellen, welche GrbBe der Quotient aus / 
und /q, der sogenannte „Dissyrametriefaktor‘* ffir Ldsungen von Faden- 
molektilen besitzt. Messungen von Kraemer und Lansing (66 ) ergaben 
ftir eine a>-Polyoxydekansaure etwa den Wert 2 und ungefahr das Gleiche 
finden Signer und Gross (67) ftir eine Reihe von polymerhomologen 
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Polystyrol-fraktionen. Es liegt nun nahe zu versuchen, hieraus Angaben 
iiber die Molekiilgestalt abzuleiten. 

Im Sinne der urspninglichen SxAUDiNGERschen Auffassung stellen die 
Fadenmolekiile lange starte Stabe dar und man wiirde demgemafi ihr 
.hydrodynamisches Verhalten in erster Naherung durch das von Rota- 
tionsellipsoiden oder Kreiszylindern approximieren konnen, deren Achsen- 
verhaltnis bzw, Verhaltnis von Lange 
zu Dicke von der GroBenordnung des 
Quotienten aus Molekiillange imd 
Molekiildicke ist. Ein Polystyrol mit 
z. B. n = 2000 hatte dann, als Ellipsoid 
approximiert, Achsen von etwa h =6,5 A 
und a == 2500 A und das Achsen verhalt¬ 
nis ware etwa 

ft ^400. 

In der, der Arbeit von Signer und 
Gross (67) entnommenen Abb. 18 ist 
nun der Reibungskocffizient von Ellip- 
soiden (150) und Kreiszylindem (j5j) 
als Funktion des Achsen verbal tnisses 
bzw. des Verbal tnisses von Lange zu 
Dicke aufgetragen, wobei als Einheit 
der Reibungswiderstand einer Kugel 
von gleich groBem Volumen genommen 
wurde. Die untere Kurve gilt fiir die Be- 
wegung von Ellipsoiden in ihrer Langs- 
richtung, die obere Kurve fiir die Be- 
wegung von Kreiszylindem senkrecht hiezu. Bei alien anderen Bewegungs- 
richtungen liegt der Widerstand zwischen diesen beiden Grenzen. Fiir 

n = 2000, d. i. “ ^ 400 ist demnach ein Widerstand zu erwarten, der 

das 8- bis 27fache desjenigen eines kugelformigen Molekiils vom gleichen 
Volumen betragt. Wie wir soeben horten, ist der tatsachliche Widerstand 
aber nur etwa doppelt so groB wie bei kugelfdrmigem Bau. 

Eine noch tiefergehende Schwierigkeit zwischenTheorie und Experiment 
kommt aber darin zum Ausdruck, daB der experimentelle Dissymmetrie- 
faktorkeinendeutlichen Gang mit demMolekulargewichtzeigt, sondem nach 
Signer und Gross (67) etwa konstant bleibt. Es wire viellcicht noch 
leichter, mit irgendwelchen Hilfsannahmen die Unstimmigkeit an einem 
einzelnen Zahlenwert zu beseitigen, als an Stelle eines funktionellen Zu- 
sammenhanges zwischen Molekulargewicht und Dissymmetriefaktor ein 

in weiten Grenzen konstantes ™ zu verstehen. 

/o 

i FortBchritte d. Chem. org. Natunt. 1 . 19 
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Abb. i«. Dissymmetriefaktor von Kotalions- 
ellipsoiden bei Bewegung in Richtung der 
Langsachse (Kurve 2) und von Kreiszylindem 
bei Bewegung normal dazu (Kurve 1), ajb ist 
das V’^erhaltuis von Lange zu Dicke sowohl 
bei den Rotationsellipsoiden als aucb bei den 
Kreiszylindem. 
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Zu dieser ganz offensichtUch weit auBerhalb aller experimentellen 
Fehlerquellen liegenden Diskrepanz zwischen Experiment und Theorie 
kann man in verschiedener Weise Stellung nehmen. 

Staudinger hat zunachst die Auffassung vertreten, daB hydro- 
dynamische Betrachtungen in solchen Fallen iiberhaupt nicht anwendbar 
seien, weil die Querdimensionen der Fadenmolekiile von der gleichen 
GroBenordnung wie die Losungsmittelmolekiile sind. Demgegentiber ist 
aber geltend zu machen, daB hydrod5mamische Betrachtungen selbst dann 
schon eine gute Naherung liefem, wenn die geldsten Molekiile in aUen 
Dimensionen von der gleichen GroBenordnung wie die LosungsmitteF 
molekiile sind. Wir verweisen diesbeziigUch auf die alten Rechnungen von 
Einstein und auf neuere Untersuchungen von Herzog, Illig und 
Kudar (68), welche Autoren zeigen konnten, daB selbst fiir Losungen von 
einfachen aromatischen Verbindungen in Benzol der gemessene Diffusions- 
koeffizient sich hydrodynamisch in erster Naherung verstehen laBt. 
Starkere Abweichungen (d. h. von der GroBenordnung 50%) treten haupt- 
sachlich dort auf, wo wegen des Vorhandenseins von Dipolmomenten 
groBe Krafte zwischen den Molekiilen des gelosten Korpers und des 
Losimgsmittels wirksam sind. 

Es findet sich iiberhaupt kein einziger experimenteller Hinweis, der 
im Sinne eines volligen Versagens der hydrodynamischen Betrachtungs- 
weise in molekularen Dimensionen gedeutet werden konnte. Wohl aber 
gibt es einegroBe Anzahl von Erscheinungen, welche eindringliche Hinweise 
dafiir geben, daB die urspriingliche SxAUDiNGERsche Annahme der Starr- 
heit der Fadenmolekiile einer betrachtlichen Revision bedarf. Sind aber 
die Fadenmolekiile nicht stair, so diirfen auch die Formeln fiir den Rei- 
bungswiderstand von Ellipsoiden nicht mehr ohne weiteres angewendet 
werden; damit sind wir aber beim zweiten Standpunkt angelangt, den 
man im Hinblick auf den Widerspruch zwischen beobachtetem undberech- 
netem Reibungswiderstand einnehmen kann. 

Eine quantitative Deutung fur den Wert von j- ^ 2 zu geben, ist 

bei dem heutigen Stand der Forschung nicht moglich. Immerhin erkennt 
man aber qualitativ ohne weiteres, daB eine innere Beweglichkeit des 
Teilchens den Reibungswiderstand herabsetzen kann. Im Falle der yoUig 
freien Drehbarkeit um die die Grundbausteine verbindenden Valenzen 
wird, wie eingehende statistische Betrachtungen zeigten (69), eine Molekiil- 
gestalt resultieren, die von der Kugelform nicht sehr weit abweicht. Und 
man kann dann einen von der Einheit ebenfalls nicht allzuweit abweichen- 
den Dissymmetriefaktor jedenfalls plausibel finden. 

Die Kombination der ultrazentrifugalen Gleichgewichts- und Ge- 
schwindigkeitsmessung hat also zu einem Ergebnis gefiihrt, das nicht nur 
fiir die Bestimmung des Molekulargewichtes, sondem auch der Molekiil- 
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form von groBter Bedeutung ist. Es wird spateren Untersuchungen vor- 
behalten bleiben, aus der Kombination mit den Messungen der Stro- 
mungsdoppelbrechung, der Viskositat und der Konzentrationsabhangig- 
keit des osmotischen Dnickes noch prazisere Aussagen abzuleiten. 


£. Die freie Diffusion. 

Bei den EiweiBstoffen ergab diese Methode Werte, die ungefahr mit 
den osmotisch und ultrazentrifugal ermittelten iibereinstimmen. Da die 
Diskussionen iiber den Bau der EiweiBstoffe heute wesentlich an die 
osmotischen und ultrazentrifugalen Untersuchungen angeschlossen werden, 
so ist es nicht notwendig, auf die Ergebnisse der Diffusionsmessungen ein- 
zugehen. AuBerdem kann die Frage nach GroBe und Form der EiweiB- 
molekiile in Ldsung heute im Prinzip als beantwortet gelten, so daB kein 
unmittelbarer AnlaB bestehen bleibt, nach Methoden Ausschau zu halten, 
deren Leistungsfahigkeit vielleicht noch nicht voll ausgeschopft ist. 

Ganz anders liegt die Situation bei den hochpolymeren Stoffen mit 
Fadenmolekulen. Wie in den vorhergehenden Abschnitten ausgefiihrt 
wurde, darf die Frage nach dem Molekulsirgewicht hier ebenfalls als gelost 
gelten. Die Frage nach der Molektil/om steht aber gerade heute im Mittel- 
punkt des Interesses. Die bisherigen Versuche, wirklich Sicheres iiber die 
Gestalt und Beweglichkeit dieser Molekiile in Ldsung auszusagen, haben 
noch kein einheitliches Bild ergeben. Man kann aber wohl hoffen, durch 
Kombination mehrerer Methoden den gewiinschten Erkenntnissen naher- 
zukommen. Eine dieser Methoden, die vor allem mit der osmotischen 
und ultrazentrifugalen Untersuchung zu kombinieren ware, ist die freie 
Diffusion. 

Wir wollen auf eine ausfiihrliche Darstellung von Methode und Ergeb- 
nissen verzichten und diesbeziiglich auf das Buch von Ulmann (ii) hin- 
weisen, um so etwas mehr Raum fiir die Diskussion einiger neuer, besonders 
aufschluBreicher Arbeiten zu gewinnen. 

Die Methode besteht im Prinzip darin, daB man die Wanderung geloster 
Teikhen unter dem Einflufi bestehender Konzentrationsdifferenzen beob- 
achtet. Bei Losungen von Fadenmolekulen, und zwar bei Celluloseestem 
(70), ScHWEiTZER-Ldsungen der Cellulose (71), Viskose (72) und Kautschuk 
(7j), haben Herzog und Kruger die diskontinuierliche Arbeitsmethode 
angewendet. Bei dieser wird das Losungsmittel mit der Ldsung unter- 
schichtet, nach Verlauf einer langeren Zeit die Diffusionssaule in eine 
Anzahl von Schichten (4, 8 oder 16) zerlegt und in jeder Schicht die 
Konzentration bestimmt (74). Legt man fur den Diffusionsvorgang das 
FiCKsche Gesetz zugrunde, so kann man alle mdglichen Verteilungen 
auf die einzelnen Schichten vorausberechnen. Stefan und Kawalki (75) 
haben nun derartige Tabellen ausgerechnet, die aus dem Gehalt jeder 
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einzelnen Schicht bei bekannter Diffusionsdauer einen Wert ftir den 
Diffusionskoeffizienten zu entnehmen gestatten. Nur wenn die aus den 
verschiedenen Schichten erhaltenen Werte untereinander einigermaBen 
ubereinstimmen, darf die Messung als brauchbar angesehen werden. 


Tabelle 5. Vergleichvon gemessenen und berechneten Diffusions¬ 
koeffizienten bei Fadenmolektilen, nach Hbrzog und Kudar. 


Substanx 

Molekular* 

gewicht 

Oiffuticms- 
dauer (Tage) 

DiffusiooB' 
koeffizknt gef. 

Diffusions- 
koeffiziait ber. 

Polystyrol. 

3744 

3.8 

0,13 

0,155 

Acetylcellulose. 

55000 

80 

0,0082 

0,0072 

.. . 

40000 

57 

0,013 

0,0093 

.. . 

40000 

57 

0,014 

0,0093 

.. . 

22600 

47 

0,017 

0,014 

Athylcellulose. 

^^48000 

51.8 

0,013 

0,022 

»» . 

48 000 

52 

0,039 

0,022 

St&rkecinnamat. 

12000 

5.8 

0.083 

0,082 

M . 

40000 

6,0 

0,080 

0,040 


In Tabelle 5 ist einiges Zahlenmaterial neuerer Messungen von Herzog 
und Kudar (76) zusammengestellt. Es treten merkliche Abweichungen 
von den nach den SxEFAN-KAWALKischen Tabellen zul^ssigen Vertei- 
lungen auf die verschiedenen Schichten auf, die mit Abweichungen vom 
van’t HoFFschen Gesetz (Quellungsdruck) erklart wurden. Mit diesen 
Anomalien haben sich besonders Herzog (76, 77), Kruger (y8) und Sved- 
BERG (79) eingehend befaBt. 

Die in der GroBenordnung von i—2 Monaten liegenden Versuchszeiten 
(Tabelle 5) machen es einerseits schwierig, ein groBeres Zahlenmaterial 
zu erbringen, und anderseits kommt es zu einer Kumulierung von zu- 
falligen Storungen, wie Erschiitterungen, Temperaturschwankungen usw. 

Um solche Fehlerquellen auf ein unschadliches MaB herabzudriicken, 
miissen die Versuche unter ganz besonderen VorsichtsmaBregeln, in sehr 
gut thermokonstanten Raumen, in tiefen, moglichst erschiittefungsfreien 
Kellem ausgefiihrt werden. Diese, im einzelnen wohl iiberwindbaren 
Schwierigkeiten haben immerhin dazu gefiihrt, daB die Zahl der zur Ver- 
fiigung stehenden, wirklich einwandfreien Messungen sich weiter ver- 
minderte. 

Einen zweifellosen Fortschritt stellt hier die Einfiihrung einer 
optischen Methode der Konzentrationsbestimmung dar { 80 ), bei welcher 
eine solche jederzeit, ohne Zerlegung der Diffusionssaule vorgenommen 
werden kann, und zwar auch an sehr nahe beieinander liegenden Stellen. 
Es geniigt daher kurze Diffusionswege zur Verfiigung zu haben, die 
Versuche dauem demgemS.B etwa ebensoviele Tage als die friiheren 
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Monate beanspruchten. Damit verlieren auch die Fehlerquellen, wie 
Temperaturschwankimgen und Erschiitterungen, an Gefehrlichkeit imd 
die Experimente werden viel einfacher. 

Die ersten derartigen Bestimmungen des Diffusionskoeffizienten von 
Fadenmolekiilen erfolgten an Hand von ultrazentrifugalen Messungen, 
indem die Verwaschung des Meniskus der sedimentierenden Molekiile zur 
Berechnung der Diffusionsgeschwindigkeit verwendet wurde. Wegen 
verschiedener Storungen sind aber solche Auswertungen nicht geniigend 
zuverlassig und ein ausschlieBlich auf Messung der Diffusion abgestellter 
Versuch daher vorzuziehen. Lamm { 80 ) hat dann auch solche Experimente 
durchgefiihrt und neuestens konnten aufschluBreiche Ergebnisse von 
PoLSON ( 81 ) erhalten wer¬ 
den. 

Findet von einer schar- 
fen Grenzfl§.che zwischen 
Losung und Losungs- 
mittel ausgehend die Dif¬ 
fusion statt, so liefert die 
Theorie fiir den Gradien- 
ten der Konzentration 
iS^ngs der Fliissigkeits- 
saule Kurven vom Typus 
der Abb. 19, die mit zunehmender Diffusionsdauer immer breiter und 
flacher werden. Man wird nun aus der unendlichen Mannigfaltigkeit der 
unter Zugnindelegung des FiCKschen Gesetzes berechneten Kurven eine 
solche heraussuchen mussen, die mit der experimentellen zur Deckung ge- 
bracht werden kann. Gelingt dies weitgehend, so darf geschlossen werden, 
daB die Diffusion wirklich nach dem FiCKschen Gesetz verlauft, und die Zeit, 
welche zur Erreichung einer bestimmten Halbwertsbreite der Diffusions- 
gradientenkurve notwendig war, ermoglicht dann die Berechnung eines 
Diffusionskoeffizienten ( 80 , 82 ), Wie die eingezeichneten Punkte in 
Abb. 19 zeigen, besteht bei Methylcellulosen vom Molekulargewicht 14100 
beste Ubereinstimmung .von Experiment und Theorie. Das gleiche gilt 
nach den Messungen von Polson { 81 ) fiir Methylcellulosen bis zum Mole¬ 
kulargewicht 38000 und Acetylcellulosen vom Molekulargewicht 20000. 

Das Ergebnis dieser Versuche l^t sich also dahingehend zusammen- 
fassen, daB bei den untersuchten Substanzen das FiCKSche Gesetz gilt 
und eine definierte Diffusionskonstante ermittelt werden kann. 

Bei hohermolekularen Produkten laBt sich eine solche Ubereinstim- 
mung zwischen Experiment und Theorie nicht mehr erzielen. Wie Abb. 20 
zeigt, liegen die experimentellen Kurven in der Gegend kleiner Diffusions-, 
wege h 5 her. Die Erkltaing ist sehr naheliegend. Obwohl die untersuchten 
Produkte gut fraktioniert waren, besteht natiirlich dennoch eine gewisse 



Abb. 19. Diffusionsgradienteiikurve. MethylccUulose Af ■■ 14 100. 
Konzentration 0,5 g in jooccm von 0,2 m NaCl-LOsung. 
Nach Poison. 
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Heterodispersitat. Diese hat ztir Folge, daB in der Umgebung der ur- 
spriinglichen Trennungslinie eine gewisse Haufung der grdBeren Mole- 
kiile bestehen bleibt, wahrend von den ganz kleinen in Gebieten groBer 
Entfemung vom Ausgangsquerschnitt erheblichere Mengen gefunden 
werden, als von Molekiilen mittlerer GroBe bei Homodisperitat dort 
angetroffen wiirden. Dies verursacht also eine Diskrepanz, wie sie in 

Abb. 20 zum Ausdruck 
kommt. 

Eine ungefahre Diffu- 
sionskonstante ist auch 
hier bestimmbar und wir 
werden ihr die Bedeutung 

Abb. 20. Diffnsionsgradicntcnkurve. Acetylcellulose Af - 53000. 711711. 

Konzentration 0.5 g in 100 cem Aceton. Nach P0L8ON. MltlClWerteS ZUZU- 

ordnen haben. 

In groBeren Konzentrationen ergeben sich Kurven vom Typus der 
Abb. 21, deren Zustandekommen, wie bei den Messungen von Herzog und 
Kruger (70—75), mit Abweichungen vom van't HoFFschen bzw. FiCKschen 
Gesetz (Quellung, Struktur-bildung) erklart wird. Strebt man die Bestim- 
mung eines definierten Koeffizienten an, so muB man in solchen Konzen- 

A trationen arbeiten, bei welchen ein 

normaler Verlauf gemaB der Abb. 19 
und 20 erreicht wird. 

Wir wollen nun versuchen, die 
vorhandenen Zahlen im Hinblick auf 
die Molekiil/om zu diskutieren. Be- 
trachten wir zwei Molekiile von 
gleichem Volumen, von welchen das 
eine kugelformig ist, das andere die 
Gestalt eines langgestreckten Ellip¬ 
soids hat. Das Verhaltnis der 

Abb. 21. Ditfusionsgradientenkurve. AcetylceUu- Reibungskocffizienten habeU WU* bci 

losefraktion von ..optisch anonnalem" Verhalten. BeSprechung der ultrazentrifugalcn 
Konaentxation 0,7 g in xooeem Aceton. Nach * ® , 

poLBOK. Messungen als den ,,Dissymmetne- 

faktor“ bezeichnet. Die Theorie lehrt 
nun, daB dieser Diss5mimetriefaktor gleich dem Verhaltnis der zu er- 
wartenden Diff usionskoeffizienten von kugelformigem und langgestrecktem 
TeUchen gesetzt werden darf. Kennen wir nun das Molekulargewicht eines 
Teilchens durch Messungen anderer Art (Osmometrie), so kdnnen wir nach 
der EiNSTEiN-SuTHERLANDschen Theorie den Diffusionskoeffizienten D® 
ausrechnen, den das Teilchen hatte, wenn seine Gestalt kugelfbrmig ware. 
Es gilt namlich: 

n ^ ^ -in ^ ^ 

Da =-Oder Da = - 

® ^ 67trf} 


Abb. 2Z. Ditfusionsgradientenkurve. AcetylceUu- 
losefraktion von „opti8ch anonnalem'* Verhalten. 
Konaentration 0,7 g in xooeem Aceton. Nach 
POLBOK. 


(10) 
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Dabei bedeutet k die BoLXZMANNsche Konstante, T die Temperatur, r den 
Teilchenradius (berechenbar aus Molekulargewicht und Dichte) und ri 
die ViskositSlt der Losung. Man kennt nun anderseits den tats^chlichen 

Diffusionskoeffizienten D, so dafi eine Bestimmung des Quotienten 
moglich wird. 

Der Nenner des obigen Ausdruckes ist bekanntlich die von Stokes 
berechnete Reibung eines kugelformigen Teilchens bei der Geschwindig- 
keit eins, Der Zahlenkoeffizient 4 ist dann zu nehmen, wenn die Losungs- 
mittelmolekiile am geldsten Teilchen „gleiten“, der Koeffizient 6 wenn 
eine solche Gleitung auszuschliefien ist (68). Wir wollen hier nur andeuten, 
daB theoretische Uberlegungen fiir sehr kleine Molekiile den Faktor 4, 
fur groBere geloste Molekiile den Faktor 6 nahelegen. Jedenfalls andert 
diese Unsicherheit an der GroBenordnung des Wertes nichts. 

Wir sehen, in welch enger Beziehung bei kugelformigen Teilchen 
die Reibung zum Diffusionskoeffizienten steht. Auch bei ellipsoidischen 
Teilchen muB nun eine ahnliche Beziehung gelten. Wirhaben in Abb. 18 
(S. 289) bereits den Widerstand von Rotationsellipsoiden bei Bewegung in 
der Figurenachse und normal zur Figurenachse kennen gelemt. Herzog, 
Illig und Kudar (6 <^) haben nun gezeigt, daB sich aus diesen beiden 
GroBen '{Wj und 0)3 der Diffusionskoeffizient gemaB 



ergibt. Fiihrt man nun die analytischen GANSschen Ausdriicke (<^jJ fiir 
ouj und <03 in (ii) ein, so erhSllt man 




(12) 


fiir den Fall, daB keine Gleitung angenommen wird. Dividieren wir 
diesen Ausdruck durch den Diffusionskoeffizienten D© eines kugelformigen 
Teilchens vom gleichen Volumen (y® == a* • c), so erhalten wir 



womit wir einen Zusammenhang zwischen und dem AchsenverhSllt- 


nis ^ gewonnen haben. Wir konnten oben zeigen, daB aus Molekular¬ 
gewicht, Dichte und Diffusionskoeffizient die Gr 56 e ~ berechenbar 
ist und wir mithin durch die Gleichsetzung mit der rechten Seite von (13) 
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das Achsenverhiltnis ausrechnen kdnnen. Dies hat nun Polson ( 8 j ) bei 
seinen Messungen getan und ist zu den in Tabelle 6 niedergelegten Ergeb- 
nissen gekommen. Wir sehen zweierlei. Erstens sind diese Achsenverhall- 
nisse tatsachlich von der GroBenordnung des Polymerisationsgrades, ein 
jedenfalls vemiinftiges Ergebnis. Zweitens sind aber die Achsenverhalt- 
nisse — vom Absolutwert abgesehen — nicht genau proportional dem 

Pol5mierisationsgrad, denn das Produkt aus “ und M zeigt einen sehr 

deutlichen Gang. Was hat man aus diesem Ergebnis zu schlieBen? 
Jedenfalls ist klar, daB in die theoretische Betrachtung Unsicherheiten 
verschiedener Art eingehen — Gleitung oder nicht, Betrag der Solvatation 
usw. — wodurch jede Berechnung eines Absolutbetrages mit einer Unsicher- 
heit yon wohl 30—60% behaftet ist. Man konnte also sagen, daB die 
Absolutgrofie der gemessenen Diffusionskoeffizienten mit der Vorstellung 
eines gestreckten fadenformigen Molekiils nicht in Widerspruch steht 
(Vergleich der dritten und fiinften Spalte in Tabelle 6). 


Tabelle 6. Diffusions messungen an Methylcellulose, 
nach Polson {81). 


Molekulargewicbt 

D. 

b 

c 

a 

a 

M . 

c 

Polymeri¬ 

sationsgrad 

14 100 


52.7 

267.9 

79 

22600 

3.77 

77 > 

293.8 

III 

33000 

4.15 

95.3 

34 b .5 

162 


Der Gang der aus der Diffusionstheorie berechneten Achsenverhaltnisse 
in einer polymerhomologen Reihe ist jedoch mit einer solchen Auffassung 
nicht in Einklang zu bringen. Er beweist, daB beim Aufsteigen in einer 
polymerhomologen Reihe nicht einfach stabfbrmige Molekiile proportional 
dem Polymerisationsgrad langer werden, denn die Reibung unterliegt 
offenbar einem Gesetz, welches aus einer solchen Vorstellung nicht ver- 
standen werden kann. Eine Erklarungsmdglichkeit bietet auch hier wieder 
die Annahme einer inneren Beweglichkeit der Molekiile. Die GroBenord¬ 
nung des Widerstandes, der bei der imgeregelten Diffusionsbewegung in 
erster Linie eine Funktion der Molekiiloberflache ist, wird sich bei einer 
maBigen Verknauelung nicht erheblich zu andem brauchen. Ein Gang 
konnte aber durchaus zustande konunen, denn kurze Molekiile sind 
wohl noch ziemlich gerade, lange dagegen schon ziemlich verknauelt. 
Das Verhaitnis der Ddffusionskoeffizienten wird also kaum das gleiche 
sein wie das im Falle streng stabfdrmiger Molekiile sich ergebende. 
Fiir weitergehende Schliisse reicht derzeit weder die Theorie noch das 
experimentelle Material aus. Wir kdnnen wohl die Vorstellimg eines 
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starren Fadens ablehnen und die maBige Verknauelung als plausible Er- 
klarung der Erscheinungen hinstellen, eine quantitative Behandlung ist 
aber derzeit noch nicht moglich. 

Auch die alteren Messungen und Auswertungen von Herzog, Illig 
und Kudar (Tabelle 5, S. 292) fiigen sich in den aufgezeigten Rahmen 
durchaus ein, ohne aber irgendwie weiter zu fiihren. Diese Forscher haben 
eigcne und altere Messungen anderer Experimentatoren in dem Sinn 
ausgewertet, daB sie zu dem theoretisch unter Annahme einer gestreckteri 
Molekiilform ermittelten Achsenverhaltnis den zu erwartenden Dif- 
fusionskoeffizienten mittels Beziehung (12) (S. 295) errechneten und mit 
dem tatsadilichen Diffusionskoeffizienten verglichen. Es bestand in alien 
Fallen auch hier grobe Ubereinstimmung, wo von das Zahlenmaterial in 
Tabelle 5 (S. 292) eine Probe gibt. Es ist interessant, daB auch beim 
Starkecinnamat, wo auch die Viskositatsmessungen auf eine sehr stark 
geknauelte Molekiilform hinweiscn, die gleiche rohe tTbereinstimmung 
zwischcn der Theorie — fiir gestreckte Molekiile — und dem Experiment 
besteht. Wir sehen also, daB die annahernde tTbereinstimmung in keinem 
Fall als Argument fiir eine gestreckte Molekiilgestalt gewertet werden darf. 

Wahrend sich die Qiiotienten ~ mit steigendem Molekulargewicht 

doch in solcher Art anderten. daB man auf eine immer mehr wachsende 
Molekiillange schlieBen kann, zeigte das cntsprechende, aus zentrifugalen 
Messungen erschlossene Verbaltnis der Reibungskoeffizienten an Poly- 
styrolen — der Dissymetriefaktor — eine genaherte Konstanz. Moglicher- 
weise dokumentiert sich darin eine besondere raumliche Einstellung 
der sedimentierenden Molekiile oder eine Formanderung beim Sedimen- 
tieren. Jedenfalls konnen diese beiden Ergebnisse noch nicht miteinander 
in Beziehung gebracht werden. 

Es .sei auch hier schon erwahnt, daB Signer und Gross {84) in ihren 
Stromungsdoppclbrechungs-messungen durch Anwendung der Boeder- 
schen Theorie {8^) Rotations-diffusionskoeffizienten fiir polymerhomologe 
Polystyrole berechnet haben. Sie finden im groBen und ganzen umge* 
kehrte Proportionalitat zurn Molekulargewicht. Im Sinnc der Berech- 
nungen von Herzog und Kudar (76) hatte man an Stelle dessen eine zu 
(12) (S. 295) ahnlichc Beziehung zu erwarten. Da sich die Messungen von 
Signer und Gross auf sehr groBe Intervalle erstrecken (M == 2600 bis 
31000), stellt die gefundene verkehrte Proportionalitat nicht einmal 
eine rohe Annaherung an (12) dar. Man konnte aus diescr Diskrepanz 
schlieBen, daB die der BoEDERschen Theorie zugrunde liegende Annahme, 
namlich die Starrheit der Teilchen, nicht zutrifft. Im Hinblick auf die 
Ungenauigkeit der viskosimetrischen Molekulargewichtsbestimmung ge- 
rade beim Polystyrol (67) ist aber ein solcher SchluB noch recht un- 
sicher. Analoge Berechnungen von Signer {84) an NitrocellulOvSe konnen 
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fiir diese Diskussion vorlaufig aus iQinlichen Griinden nicht verwertet 
werden. 

Wir sehen aus diesen Andeutungen, welche Perspektiven sich einer 
kiinftigen Forschung hier auftun. Die drei Arten der Reibungsmessung — 
Sedimentation, freie Diffusion, Rotation im Stromungsfeld — fuhren, 
wie man schon jetzt sieht, zu verschiedenen Ergebnissen. Von einer 
Theorie der Molekiilgestalt wird man ein solches Modell verlangen, das 
sowohl diese Unterschiede als auch die absoluten GroBen verstandlich 
macht. Von W. Kuhn und Mark (69) sind bereits recht konkrete Vor> 
stellungen iiber die Molekiilgestalt gegeben worden, die einerseits als 
kompaktes Knauel, anderseits als geschlangelter Faden bezeichnet werden 
kann. Es schcint, als ob einc maBig eingerollte Gestalt, die als Zwischen- 
ding zwischen einem starren Stab und einem dicht auftretenden Knauel 
aufgefaBt ware, die Verhaltnisse am besten wiedergibt. Eine genauere 
Besprechung dieser Arbeiten wird fiir spater beabsichtigt. 


II. Die rdntgenographische Untersuchung im festen 

Zustand. 

A. Allgemeines. 

Voraussetzungen prdparativer Art. 

Es ist von besonderer Wichtigkeit darauf hinzuweisen, daB die nim- 
mehr zu beschreibenden rdntgenographischen Untersuchungsmethoden 
organischer Substanzen zu ihren weitestgehenden Aussagen dann gelangen 
konnen, wenn dem Rontgenforscher wohlausgebildete Einkristalle zur 
Verfiigung stehen. Auf dem Gebiet der Hochpolymeren haben wir es 
aber meist mit kryptokristallinen Substanzen zu tun, bei welchen die 
GroBe der Krist^lchen weit unterhalb jener Grenze liegt, die fiir eine 
Handhabung der Einzelindividuen gezogen ist. 

Ein teilweiser Ersatz fiir makroskopische Einkristalle ist aber schon 
dann erreicht, wenn in den zur Untersuchung gelangenden Praparaten 
die Kristallchen mit einer bestimmten Richtung parallel zueinander 
gelagert sind. Wir bezeichnen eine solche Ordnung als „Faserstruktur“ 
und die sich ergebenden Rontgenbilder mit Polanyi als „Faserdia- 
gramme*' (86). 

Die in fester Form in der Natur vorkommenden hochmolekularen 
Stoffe besitzen bereits solche mit mehr oder weniger Streuung realisierte 
Ordnungen, doch lassen sich auch aus kiinstlich hergestellten Losungen 
durch geeignetes AusfSJlen oder durch nachheriges Bearbeiten Orientie- 
rungen erzielen. Dieser Weg kommt hauptsachlich fiir die zahlreichen 
Derivate, wie Celluloseester usw. und fiir Produkte des teilweisen Ab- 
baues wie Gelatine in Betracht. 
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Zur Veranschaulichimg der Faserstruktur kann uns ein Biindel Hinder 
Bleistifte dienen, die mit ihren Langsachsen zueinander parallel Kegen, 
jedoch so, daB ihre Firmenaufschriften in beliebige Richtungen weisen. 
Abgesehen von der Parallelorientierung der Stabe ist also eine weitere 
Ordnung im Biindel nicht vorhanden. 

Eine solche ware aber sehr wohl denkbar. Sie konnte namlich in 
unserem Modell dadurch realisiert werden, daB auBer der Parallelorien¬ 
tierung der Langsachsen auch die Firmenaufdrucke alle nach der gleichen 
Seite gekehrt sind, so wie dies bei den Originalpackungen von Bleistiftcn 
der F'all zu sein pflegt. Die einzelnen Kristallite nehmcn dann relativ 
zum einfalleiiden Rontgenstrahl eine vollig gleiche Lage ein und das Dia- 
gramm, welches sie in ihrer Gesamtheit erzeugen, muB daher dem eines 
Einkristalles analog sein. Daraus geht hervor, daB die Aussagembghch- 
keiten hier wesentlich groBer sind als beim Vorliegen von einfachen Faser- 
strukturen. 

Solche ,,einkristallahnliche'' Anordnungen von Mizellen hat man als 
,,hdhere Orientierung''^ bezcichnet, mit Bezug darauf, daB iiber die bloBe 
Parallelisierung der Hauptachsen hinaus auch eine Parallelisierung der 
Nebcnachsen vorliegt. Man findet auch haufig den Namen „Folien- 
struktur“, der. aus der Metallographie entnommen, eine zweifache 
Ausrichtung — Textur oder Regelung — in gewalzten Blechen kenn- 
zeichnet.i 

Es ist begreiflicherweise das Bestreben der mit der Strukturaufklarung 
hochmolekularer Substanzen beschaftigten Forscher, an Stelle der leicht 
zuganglichen h^aserstrukturen Praparate von hoherer Orientierung herzu- 
stellen und zu studieren. 

Allcrdings ist es riiemals mogiich, in bezug auf die Nebcnachsen eine 
so weitgehende Orientierung zu erreichen, wie dies hinsichtlich der Faser- 
achse 'gelingt, weil die Dimensionen der Kristallite diese letztere Aus¬ 
richtung in hervorragendem MaBe begiinstigen. Es hangt dann wesent- 
hch von dem MaBe der Streuung ab, mit welcher die ,,hohere Orientierung'* 
durchgefiihrt werden konnte, welche Sicherheit der Bestimmung der 
Struktur beizumessen ist. 

Die Strukturaufklarung der Cellulose, des Kautschuks, des Seiden- 
fibroins und des ^-Keratins konnte in jenem Augenbhek bis zu einem 
hohen Grad von Sicherheit getrieben werden, als Praparate mit ge- 
niigend gut ausgebildeter hoherer Orientierung der Untersuchung zu- 
gefiihrt werden konnten. Bei den meisten Cellulosederivaten aber, bei der 
Starke und bei den synthetischen Hochpolymeren verfiigt man auch 
heute, eben wegen des Fehlens einer iiber die Faserstruktur hinaus- 

^ Weissenberg {8y) hat eine erschopfende Systematik aller iiberhaupt moglichen 
Regelungen polykristalliner Stoffe ausgearbeitet und die ihnen zukommenden Sym- 
metrien iibersichtlich zusammengestellt. 
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gehenden Regelung noch nicht iiber gesicherte Bestimmungen des 
Elementarkorpers. 

Die zur Erreichiing einer hoheren Regelung eingeschlagenen Wege 
waren vcrschiedenartig: 

a) Gelegentlich finden sich bereits in der Natur h(‘)her orientierte Prapa- 
rate vor. So enthalt die Zellwand einer Griinalge — Valonia ventricosa 
— native Cellulose in ausgezeichneter hoherer Orientierung und es be- 
steht lediglich die Aufgabc, bei der Gewinnung dieses Objekts die not- 
wendige Sorgfalt walten zu lassen. 

b) Manche natiirliche V'orkommen hochmolekularer Stoffe zeigen 
eine starke Plastizitat, dcren Ausnutzung ebenfalls zu hoherer Orien¬ 
tierung fiihren kann. So gelang die erste einwandfreie Elenientarkorper- 
bestimmung des Kautschuks Mark und Susich durch die Verwendung 
gewalzter dlinner Kautschukbander. Die gleichen Autoren haben# auch 
native Cellulose in Form biosynthetischer deformierbarer Filmc' unter- 
sucht und durch holier orientierte Praparate dieses Stoffes sicheren Auf- 
schluB iiber das Git ter der Cellulose erhalten. Eine weitgehende Auf- 
klarung des Seidenfibroin-gitters war ebenfalls erst mdglich, als man in 
einem, aus spinnreifen Raupen frisch entnommeneii Seideiischlauch ein 
genligend plastisches Material zur Erzeugung hoherer Textiiren in die 
Hand bekommen hatte. 

c) Auch weniger deformierbare Objekte kbnnen bei entsprechend 
intensiver Bcarbeitung — starkes Walzen, Pressen, gegebenenfalls bei 
gleichzeitiger Anwendung eines Quellungsniittels, erhohter Temperatur, 
Dampfen usw. — eine merklich hohere Regelung annehmen. Bei nativer 
Cellulose, beim Seidenfibroin sowie bei der Hydratcellulose sind die auf 
diesem Weg erzeugten Effekte allerdings viel schwacher als die friiher 
erwahnten. Beim ^-Keratin jedoch steht bis heute ein anderer Weg zur 
Herstellung von wenigstens einigermaBen holier orien tier ten Objekten 
nidit zur Verfiigung. 

d) Als Sonderfall sei schlieBlich die Hydratcellulose erwahnt, die in 
teilweise xanthogenierter Form eine hinreichende Deformierbarkeit fiir die 
Herstellung hdher orientierter Praparate zeigt (Burgeni und Kratky). 

Das Zustandekommen von Regelungen in bezug auf mehrere Achsen 
laBt deutlich erkennen, daB die einzelnen Kristallite oder Mizelle der 
hochmolekularen Substanzen nicht etwa die Gestalt runder Stabe haben, 
denn dicse kdnnten auch durch noch so weitgehende mechanische Ein- 
wirkungen nicht holier orientiert werden, Man muB vielmehr annehmen, 
daB sie in ihrer Gestalt etwa einem Band, einem Lineal oder einer flachen 
Schachtel gleichen, deren Einstellung zuerst und mit groBerer Leichtigkeit 
nach der langsten Dimension erfolgt. Erst bei weitergehender Bear- 
beitung des Objekts stellen sich die Kristallite gem^B dem Unterschied 
ihrer Querdimensionen auch mit den Nebenachsen zueinander parallel. 
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Fiir eine solche Auffassung spricht auch die Tatsache, daB zwar die 
Hauptorientierung meist sehr scharf durchgefuhrt werden kann, die 
hohere Regelung aber nur unscharf. 

Trotz dieser oft erheblichen Streuung sind die Diagramme zweifach 
gercgelter Gefiige doch im Prinzip einkristallahnlich und wir konnen uns 
daher bei der nun folgenden, kurzen Schilderung des Ganges einer Kristall- 
strukturanalyse vomehmlich auf die Rontgenographie der Einkristalle 
beschranken. Auf die mit der Streuung der Einzelteilchen um die genaue 

Parallellage zusammenhan- _ 

genden Schwierigkeiten 
wird, soweit es notwcndig 
erscheint, bei der Bespre- 
chung der cinzelnen Stoffc 
hingewiesen werden. 

Allgemeines uher den Gang 
einer rontgenographischen 
Untersuchung. 

Es kann nicht Gegen- 
stand des vorlicgenden 
kurzen Berichtes sein, eine 
ausfiihrliche Anleitung fiir 
die Vornahrne einer rdnt- 
genographischen Struktur- ^ . 

^ ^ Abb. 22 . Srhichtununidiagrarnin oinc*s Cholcinsaurcknstalles. 

analyse zu geben; vielmehr 

darf diesbeziiglich auf die einschlagigen Lehrbucher und Monographien 
verwiesen werden (<^<^). An dieser Stellc aber erscheint es wichtig, wenigstens 
in groBen Ziigen die einzelncn Schritte einer solchen Untersuchung zu 
skizzieren, damit spater, bei der Beschreibung der Ergebnisse, mit 
groBerer Freiziigigkeit die Kenntnis gewisser Grundlagen vorausgesetzt 
werden kdnne. 


Der kristallisierte Zustand ist dadurch charakterisiert, daB sich ein 
bestimmter Grundbaustein, der Elementarkdrper, der seinerseits wiederum 
aus einer bestimmten Gruppe von Atomen, lonen oder Molekiilen besteht, 
in den drei Richtungen des Raumes streng periodisch wiederholt. Die 
erste Aufgabe einer Strukturanalyse besteht nun darin, die Dimensionen 
dieses Grundhausteines im absoluten MaB festzustellen. Am besten erfolgt 
diese Bestimmung, indem man einen Einkristall um jede der drei Kan ten 
dieses Parallelepipeds schwenkt odef rotieren laBt und durch gleich- 
zeitige Bestrahlung mit monochromatischem Rontgenlicht ,,Drehkristall- 
aufnahmen" herstellt. Die Beugungspunkte solcher Diagramme sind bei 
geeigneter Aufnahmetechnik auf geraden Linien — den sogenannten 
Schichtlinien — angeordnet, so wie dies Abb. 22 an einem Beispiel zeigt. 
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Aus dem Abstand dieser Schichtlinien lal 3 t sich unmittelbar die Kanten- 
lange des Elementarkorpers in jener Richtung berechnen, um welche der 
Kristall wahrend der Herstellung des Diagramms gedreht wurde. 

Da sich Kristalle meist durch das Vorhandcnsein auffalliger Sym- 
nietrie-eigenschaften auszeichnen und durch rein periodische Wiederholung 
eincs bcstimmtcn Grundbausteines aufgebaut sind, muB auch dieser 
Elcmentarkorpcr bereits alle jene Symmetrie-eigenschaften in sich 
schlieBen, die der rnakroskopische Kristall aiifweist. Der nachste Schritt 
ciner Strukturaufklarung bozweckt dann die Aufsuchung dieser Sym- 
metrieelemente des Grundbausteins. Dazu ist ziinachst durch eine 
genaue Vermessung dcr Koordinaten der einzelnen Interferenzflecken 
des Diagramms auf die Lage der reflcktiercnden Netzebenen im Kristall 
zuriickzuschlieBcn. Die so gewonnenc Netzebenen-statistik ermoglicht 
dann, nach den Lehren der geometrischen Strukturtheorie die Gesamtheit 
der dem Elcmentarkorpcr zukommenden Symmctricelemente — die 
sogenannte Raumgruppe — zu bestimmen. Hiorbei hat es sich als zweck- 
maBig erwiescn, die Drchkristallaufnahme durch eine Art kinemato- 
graphischer Anordnung zu ersetzen, bei der mit dcr Drchiing des Kristalls 
eine Bewcgung des Films gekoppelt ist. Instrumente, die dieses Prinzip 
durchzufiihren gestattcn, sind besonders von Boehm, Dawson, Kratky, 
Sauter, Schiebold und Weissenberg angegebcn wordcn, wobei dem 
letztgcnanntcn Forscher das Vcrdienst zukommt, als crster die grund- 
legende Bedeutung dieser sogenannten Rdntgengonionieter erkannt und 
betont zu haben. Abb. 23 (S. 303) bringt ein charakteristisches Beispiel 
einer solchen Aufnahme. 

,Schon die Kenntnis von Elementarkorpcr und Kaurngrup|X! kann 
in manchen Fallen bei der Strukturaufklarung Aussagen enthalten, 
die fur den Chemiker von Interesse sind. Multipliziert man das Volumen 
des Elementarkorpers init der Dichte des Kristalls, so erhalt man das 
Gewicht dieses kristallographischen Grundbausteins. In besonders ein- 
fachen Fallen — z. B. beim Hexaniethylbenzol — hat sich ergeben, daB 
dcr Grundbercich nur 1 chernisches Molekiil enthiilt; dann ist die eben 
geschilderte Berechnung des Elementarkdrpergewichts eine sehr genaue 
und zuverlassige Wagung dieses Molektils, also eine Molekulargewichts- 
bestimmung. 

Meist ist es jedoch nicht ein einziges Molekiil, durch dessen dreifach 
periodische Anordnung der Kristall aufgebaut ist, sondern es bilden meh- 
rere chemische Molekiile — meist sind es 2, 4, 6 oder 8 — den Elementar- 
kbrper als Grundbercich der kristallographischen Struktur und erst 
dieser vervielfaltigt sich dann durch Parallelvcrschiebung zum makro- 
skopischen Kristall. Bei der Bildung dieses Grundbereichs sind zwei 
Momente maBgebend: 

a) Es kann eine richtige Assoziation von Molekiilen vorliegen, die 
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auch dann aufrechterhalten bleibt, wenn der Kristall gelost oder ver- 
dampft wird, z. B. bimolekulare Assoziate von Carbonsauren, Molekiil- 
verbindungen von Nitrobenzol, Anthracen, usw. 

b) Es kann aber a^uch, und dies ist der haufigere Fall, jene Molekiil- 
gnippe, die den Elementarkorper darstellt, beim Losen oder Verdampfen 
des Kristalls zerfallen. In solchen Fallen ist die Symmetrie des Ele- 
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mentarkorpers hoher als die des einzelnen Molekiils, daer durch Zusammen- 
fiigung mehrerer solcher Teilchen zustande kommt. 

Gewicht des Elementarkorpers und Gewicht des chemischen Molekiils 
sind also im allgemeinen nicht identhch, vielmehr sind es gerade die 
durch die Raumgruppe bedingten Symmetrieelemente, die aus dem iso- 
lierten Molekiil einen Elementarkor|>er aufbauen. Dividiert man daher 
das Gewicht des letztereii durch die aus der Raumgruppe sich ergebende 
Symmctriezahl, so erhalt man eine GroBe, die mit dem Gewicht des 
einzelnen Molekiils oder niit dem eines chemisch bedingten Assoziates 
identisch sein muB. An einem in der letzten Zeit bearbeiteten Beispiel 
wollen wir die Bedeutung einer solchen Untersuchung anschaulich 
machen. 

Ein von FREUDENBRRCi {8g) untersuchtes Dextrin, das nach der 
Methode von Schaki)IN(;kr gewonnen worden war, hatte nach der 
chemischen Untersuchung Freudenbergs ein Molekulargewicht von 
(CeHio05)6. Uie von Kratkv und Schneidmesser (90) durchgefiihrte 
Rontgenanalyse lieferte nun fiir den Elementarkorper das Gewicht 
(CeHio05)jo. Durch die gleichzeitig bestimrnte Raurngrupj^e ergab sich 
als Symmetriezahl der Wert zwei, so daB man allein aus Elementar- 
anal^^sc und Rontgenuntersuchung mit Sicherheit auf das Vorhandensein 
chemisch bedingter Komplexe von der Zusamniensetzung -■ 

= (C^HioOr,),, schlieBen kann. 

Es sei hier noch angefiigt, daB die durch die Symmetric der Raum- 
gruppen bedingten Symmetriezahlen immer nur Vielfache von 2 und 3 
sein konnen und ein Faklor 5, wie er in diesem von Frkudenberg unter- 
suebten Dextrin vwliegt, nicmals auf das Wirken von Symmetriecle" 
inenten, sonderii nur auf chemische Krafte zuriickgefiihrt werden kann. 

Solche nintgenographischen ,,Wagungen“ von Molekiilen haben bei 
Strukturuntersuchungen von Komplexverbindungen, Fragen des Kristall- 
wassergehalts und der Assoziation im festen Zustand wichtige Dienste 
geleistet. 

Wenn die rcintgenoptische Untersuchung einer Substanz in Angriff 
genommen wird, existiert in den allemieisten Fallen schon von seiten des 
organischen Chemikers ein bestimmter Strukturvorschlag oder es stehen 
einige wenige solcher Vorschliige zur Diskussion. Der niichste Schritt 
in der rontgenographischen Untersuchung strebt nun in ersterem Fall 
eine Kontrolle, in letzterem eine Entscheidung an. Dazu hat man die vom 
Chemiker vorgeschlagene Strukturformel — bzw. alle zur Diskussion 
gestellten Formeln — dxirch Verwendung der bekannten Atomradien 
und Valenzwinkeln zu einem dreidimensionalen realen Molekiilmodell 
auszubaucn und dann zu versuchen, solche Molekiile in der durch die 
Elementarkorperbestimmung gegebenen Anzahl und in der durch die 
Raumgruppe bedingten gegenseitigen Lage im Grundbereich des Kristalls, 






Anwendung physikalischer Methoden zur Erforschung von Naturstoffen 305 


im Elementarkorper, unterzubringen. Gelingt dies in einer Art und Weise, 
die keine Uberschneidungen von Molektilen beinhaltet und bei welcher 
sich die zwischenmolekularen Abstande in den zulassigen Grenzen be- 
wegen, so wird man dies als eine Sttitze fiir die vom Chemiker angegebene 
Strukturformel werten ditrfen. Ergeben sich aber bei dieser rein geo- 
metrischen Einlagerung des Molekiils in den Elementark6rp)er raumliche 
Schwierigkeiten, so wird der Chemiker seine Formel einer Uberpriifung 
unterziehen miissen, bzw. wird er, falls zwischen verschiedenen Moglich- 
keiten entschieden werden soil, die unzutreffenden Falle von der weiteren 
Diskussion ausschliefien. 

Das bekannteste und wohl auch wichtigste Beispiel dieser Art war die 
Richtigstellung des Sterin-geriistes auf Grund der Untersuchungen von 
Bernal und Crawfoot (gi), Diese Forscher kamen auf dem beschriebenen 
Weg zur Auffassung, daB das bis dahin von den organischen Chemikem 
angenommene Molekiilmodell nicht zutreffend sein konne, sondern vielmehr 
eine etwas gestrecktere Form des Molekiils zu erwarten sei. Tatsachlich 
gelang es bald daraufhin Rosenheim imd King, eine andere Struktur¬ 
formel fiir das Steringeriist anzugeben; die samtliche Anforderungen von 
chemischer Seite erfiillt und auBerdem noch mit den Elementarkorper- 
dimensionen in bestem Einklang steht. Im weiteren Verlauf konnte dann 
von rontgenographischer Seite auch ein wichtiger Beitrag zur Frage 
der Stellung der langen Seitenkette gegeben werden (Crawfoot). 

Wir konnen die Leistung dieses ersten Abschnitts einer rontgeno- 
graphischen Stukturermittlung dahingehend zusammenfassen, daB Vo- 
lumen, Gewicht und Form des Molekiils in absolutem Mafic angegeben 
werden konnen, Damit lassen sich die vom organischen Chemiker vorge- 
schlagenen Strukturen iiberpriifen und gestellte Alternativen, sofern diese 
groBeren Unterschieden in der Molekiilform entsprechen, einer Entschei- 
dimg zufiihren. 

In den meisten Fallen aber sind die auf diesem Wege gewonnenen 
Aussagen noch zu allgemein und zu wenig prazise, als daB sie dem organi¬ 
schen Chemiker bei seinen schwierigen Problemen der Strukturermittlung 
komplizierter Stoffe wirklich wertvolle Hilfe leisten konnten. Hier fiihrt 
nun die quantitative Diskussion der Interferenz-intensitdten erheblich 
weiter. 

W^rend die bisherigen Angaben der rontgenoptischen Analyse sich 
mehr auf die Geometrie des Molekiils als Ganzes bezogen, wenden wir 
uns jetzt der Mdglichkeit zu, physikalische Aussagen iiber die Lage der 
Atomschwerpunkte imd iiber die Dickte der Elektronenverteilung im 
Kristallgitter zu machen. Um die hier vorliegenden Verhaltnisse umreiBen 
zu kdnnen, erscheint es aber notwendig, etwas weiter auszuholen. 

Ganz allgemein laBt sich sagen, daB zwischen der raumlichen Lagerung 
der Atome im Gitter und dem von ihnen erzeugten Interferenzbild ein 
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eindeutiger ursachlicher Zusammenhang besteht. Dieser Zusammenhang 
existiert nicht nur prinzipiell, sondem es laDt sich von einem vorgegebenen 
Kristallmodell das zugehorige Interferenzbild auch jederzeit ohne 
Schwierigkeiten vorausberechnen, und zwar exakt hinsichtlich der Lage 
und ziemlich genau hinsichtlich der Intensitat der Interferenzpunkte. 
Bei der Durchfiihrung einer Strukturanalyse finden wir uns aber vor die 
umgekehrte Aufgabe gestellt. Wir verfiigen iibef ein Interferenzbild und 
wollen aus ihm auf das erzeugende Git ter riickschliefien. Leider ist nun 
dieser umgekehrte Zusammenhang nicht mehr eindeutig. Um hier 
praktisch weiterzukommen, ist es notwendig, ein ungefahr richtiges Modell 
in die Rechnung einzufiihren und sich dann unter fortwahrendem Ver- 
gleich mit dem Experiment allmahlich nach einer Methode der sukzes- 
siven Approximation — trial and error — an das richtige Modell heran- 
zutasten. Der Vorgang ist hierbei folgender: Man legt auf Grund der 
Ergebnisse chemischer Untersuchungen sowie im AnschluB an die Ele- 
mentarkorper- und Raumgruppenbestimmung eine ungefShre Struktur 
zugrunde, berechnet aus dieser die zu erwartenden Interferenzbilder, 
nimmt nach MaBgabe der beim Vergleich mit dem Experiment sich er- 
gebenden Abweichungen Korrekturen vor, berechnet wieder die Intensi- 
taten usw. Das Endergebnis einer solchen Untersuchung ist die annahemde 
Bestimmung der Lage allcr Atomschwerpunkte im Elementarkorper, 
also das, was der Chemiker als Raumformel des Molekiils bezeichnen wiirde. 

In der ersten Etappe ihrer Entwicklung hat die rontgenoptische 
Strukturforschung durch die Bestimmung von Elementarkorper und 
Raumgruppe sowie durch die voUstandige Aufklarung einfacher Struk- 
turen sehr wichtige Beitrage namentlich in der anorganischen Chemie und 
der Metallographie geleistet. Dies erweckte die Hoffnung, daB ahnliche 
Leistungen auch auf dem Gebiete der organischen Chemie moglich sein 
wiirden. Die Ausbildung der experimentellen und theoretischen Methodik 
war jedoch zu jener Zeit noch nicht so weit fortgeschritten, daB sie die 
Bew^ltigung dieser ungleich schwierigeren Aufgabe gewahrleistet hatte. 
Daher haben sich im Laufe der Zeit einige Riickschlage und Enttau- 
schungen eingestellt, die vielleicht voriibergehend an manchen Stellen 
zu der falschen Auffassung gefiihrt haben, daB die Leistungsfahigkeit der 
rbntgenoptischen Molekiilforschung erschopft sei und fiir die kompli- 
zierteren Molekule, denen sich das Interesse des organischen Chemikers 
zuwendet, nicht in Frage kame. 

Heute aber sehen wir, mitten in einer neuen Phase der Entwicklung 
stehend, die Dinge wieder aus einer giinstigeren Perspektive. Das Primat 
der organischen Chemie ist bei der Aufklarung komplizierter Molekule 
nicht zu bestreiten. Vom organischen Chemiker mtlssen die ersten kon- 
kreteren Vorschlage tiber GroBe und Aufbau des Molekiils ausgehen, die 
sich als Ergebnis der Molekulargewichtsbestimmung und der organisch- 
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Abb. 24. Pkojektion der Elektronendichte von Nicke!>Pbtalocyanin gegen die &-Achse nach BoitEETSON 
und WoonwABI) (i54)» VgL die nachstehende Strukturfonnel von Phtalocyanin (ohne Nickel). 


praparativen Aufklarungsarbeit darstellen. Von 
diesem Vorschlag als einer ersten Naherung aus- 
gehend, wird durch die rontgenographische Unter- 
suchimg eine allmahliche Verfeinerung erzielt 
und schlieBlich ein Molekiilmodell ausgearbeitet, 
das hinsichtlich seiner Abstande und Winkel be- 
reits von erheblich groBerer Prazision ist als die 
urspriingliche Strukturfonnel, die eine ganze 
Reihe diesbeziiglicher Fragen noch often lassen 
muBte, 

Unter Zugrundelegung dieses realen Molekiil* 
modells beginnt nun aber erst die eigentliche 
selbstandige, durch die letzten Jahre ermoglichte 



C—NH N—C, 
^C=-N HN—C 


Phtaloeyaiiiii 
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Leistung der Rontgenographie, indem sie auf dem Wege der Fourier- 
Analyse eine prM,zise Festlegung der Atomschwerpunkte und der Elek- 



tronenhiille liefert. Bei 
dieser Berechnung, auf 
deren Einzelheiten in die- 
sem Rahmen natiirlich 
nicht eingegangen werden 
kann, erhalten wir, wie 
das Beispiel der Abb. 24 
(S. 307) zeigt, so prazise 
Aussagen fiber die gegen- 
seitige Entfernung der ein- 
zelnen Atome, fiber die sie 
verbindenden Ladungs- 
wolken und fiber die 
Winkbln zwischen den 
einzelnen Valenzen, wie 
man sie aus rein chemi- 
schen Argumenten nie- 
mals geben kann. Abso¬ 
lute Konfigurations- 
beslimmungen, Aufkla- 
rung von cis-trans-Iso- 
merien, relative Konfigu- 
rationen im Fall asym* 
metrischer Kohlenstoff- 
atome, Fragen fiber die 
sterische Hinderung usw., 
— alles das sind Probleme, 
bei deren Losung die ront- 
genoptischeUntersuchung 
ein reiches Betatigungs- 
feld findet. 

In der allerletzten 
Zeit hat sich nun durch 
die Untersuchungen von 
Grimm, Brill, Hermann 
und Peters (92) eine 
Richtung der Forschung 


entwickelt, die man als letzte Konsequenz der interferometrischen Ver- 


messung ansprechen kann. Es ist dies eine so genaue Festlegung der 


Ekktronenverteilung im Molekfil, dafi ganz bestimmte Aussagen fiber die 


Art der Bindung zwischen benachbarten Atomen — einfache, doppelte, 
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semipolare Bindung usw. — sowie zwischen den Molekiilen gemacht 
werden konnen. Wenn auch hieriiber bisher erst in zwei Fallen — beim 
Diamanten und bei dem in Abb. 25 dargestellten Hexamethylentetramin — 
gesicherte Ergebnisse vorliegen, so kann doch kein Zweifel sein, daB eine 
genaue Kenntnis der Elektronenverteilung im Molekiil eine ganze Reihe 
noch offener Fragen zu klaren imstande sein wird (aromatischer Charakter, 
ungesattigte Radikale, konjugierte Doppelbindung usw.). 


Einiges fiber die allgemeinen Ergebnisse der rontgenographischen 
Strukturforschung. 

Nachdem wir soeben in groBen Ziigen den Gang einer rontgenographi¬ 
schen Strukturuntersuchung geschildert haben, scheint es an der Zeit 
dazu iiberzugehen, die Ergebnisse in einer der vorliegenden Sammlung 
angepaBten Form darzustellen. Hierbei mochten wir so verfahren, daB zu- 
nachst ein tFberblick iiber die wichtigsten allgemeinen Ergebnisse gegeben 
wird, um spater auf die Verhaltnisse bei den hochpol3nneren Substanzen 
und speziell bei den EiweiBkorpem mit groBerer Ausfiihrlichkeit ein- 
zugehen. 

Als erstes aUgemeines Ergebnis ist hinzustellen, daB verlaBliche An- 
gaben iiber die den wichtigsten Hauptvalenzbindungen entsprechenden 
Kern^bstdnde an organischen Molekiilen gewonnen werden konnten, 
Tabelle 7 gibt einige hierher gehorige Zahlen, bei deren Ermittlung aller- 
dings zum Teil auch andere optische Methoden (Elektronenbeugung, 
Bandenspektren) Verwendung fanden. We- 
sentlich erscheint die Tatsache, daB ohne Aus- 
nahme in alien bisher untersuchten Fallen, 
einer bestimmten Bindung zwischen zwei 
Atomen mit sehr engen Fehlergrenzen ein be- 
stimmter Kemabstand Izugeordnet werden 
kann. 

Ahnliches findet man auch fiir die Neben- 
valenzabstdnde, d. h. fiir jene Distanzen, bis 
auf die sich Atome n£d)em konnen, die zwei 
verschiedeneu Molekiilen angehbren, chemisch 
also miteinander nicht direkt verbunden 
sind, sondem lediglich van der WAALSsche 
Kr^fte aufeinander ausiiben. Ein Oberblick 
iiber das zur Verfiigung stehende experimentelle Material zeigt, daB die 
hierher gehdrigen AbstSnde zwischen 3,0 und 4,5 A liegen, also rund 
2 —^3mal so groB sind, als die den Hauptvalenzen entsprechenden. 

Tabelle 8 (S. 310) enth&lt eine Reihe von Valenzwinkeln fiir den Fall 
spannungsfreier Verkettung der einzelnen Molekiilteile. Sie zeigt, daB auch 


Tabelle 7. Einige wichtige 
Atomabst£Lnde in orga¬ 
nischen Molekiilen. 


Bindung 

Abstand 

0 

in A 

C — C aliph. 

i »55 

C — C arom. 

1.36 

C= C 

1.30 

C= C 

1.19 

C —H 

1,08 

c —0 

1.46 

c= 0 

1.19 

H —0 

1,02 
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Tabelle 8. Einige wichtige Valenzwinkel. 


Atom 

ValentwisUcel 

Gemessen an 

Methode 

C aliphatisch 

1 Tetraeder- 
1 winkel ^ i lo® 

1 

i 

vielen 

aliphatischen 

Verbindungen 

Rdntgenstrahl- und 

Elektronen-interferenzen. 

Dipolmoment 

Aliphatische | 

Doppelbindung 

- -C 

Dreifachbindung > 

1 /9 ~ 130° 1 

,, 0 i eben 
(X ^ no j 

; 120° f 

a Tio j 

180° 

Thioharnstoff 

Formaldchyd 

COClj, COBr,, 
CHjCOCl 

Acetylen, Blau- 
sAure 

Rdntgenstrahl- 
interfcrenzen 
i Bandenspektren 

j Bandenspektren 

j Bandenspektren 

i 

a 1 

1 

t C f 1 

Aromatisch-ali- 
phatische Bin- 
dung j 

a ^ 120° 
p ^ 120® 

1 

! 

! 

i 

i 

Benzolderivate 

! 

' Dipolmoment 


(X 104°—106® 1 

Wasser 1 

Bandenspektren 

<-a-^ 1 

) 

(X 122 ° 

Ozon 

Bandenspektren 

<x ^ 128° 1 

Diphenyloxyd 

Dipolmoment 

1 

(x^ 105° 

OF, 

Elektroneninterferenzen 

i 

(X^ III® 

Dimethyiather 

Elektroneninterferenzen 

■ ■■ 1 

I 

^ II3® 

Diphenylsulfid 

Dipolmoment 

I 

j 

^ 108® 

s« 

Rbntgenstrahl- 

interferenzen 


in dieser Hinsicht die Anwendung modemer physikalischer Forschungs- 
mittel die Vorhersagen der organischen Chemiker vollinhaltlich bestatigt 
und sie durch quantitative Angaben erweitert hat. Befinden sich in einem 
Atom groBere Substituenten, so kann unter Umstanden wohl eine gewisse 
Spreizung der angegebenen Valenzwinkel eintreten, da die groBten zwischen 
zwei Atomen herrschenden Krafte zwar der Richtung nach festliegen, aber 
nicht ein starres Gerllst, sondem ein deformierbares System bilden. Die 
Tabelle 9 enthalt einige zahlenmaBige Angaben ftir die Arbeit, die not- 
wendig ist, um einige der wichtigsten Hauptvalenzen aus ihrer bevor- 
zugten Richtung herauszubiegen, und vermittelt einen Eindruck darliber, 
wie weit solche Deformationen unter dem EinfluB der molekularen StSBe 
mbglich sein werden. 
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Die groBe Bedeutimg der in diesen Tabellen niedergelegten Erfahningen 
besteht darin, daB man mit ihrer Hilfe in der Lage ist, die vom organischen 
Chemiker erarbeitete Strukturformel zu einem maBgerechiten Molektil- 
modell anszubauen. Dieses aber 

wieder ist eine Notwendigkeit, Tabelle 9. Valenzdeformation im 
wenn man die friiher erwahnte EnergiemaB. 


Methode der allmahlichen Ap¬ 
proximation zur Erlangung eines 
raumlichen Modells anwenden 
will. 

Stuart (93) hat Molekiilmo- 
delle konstruiert, die in anschau- 

Verbindung 

Energie sur 
Deformation dea 
Valencwinkels 
in cal/Mol. 

Abstand der Kerne 
in 10”* cm 


um 5* 

um xo* 


HCN .... 

197 

788 

H—C =5 1,08 

licher und raumtreuer Weise die 

.... 

193 

772 

H—C = 1,08 

tatsachlichen Verbaltnisse nach- 

CO,. 

432 

1730 

c — 0 = 1,15 

bilden und an Hand deren man 

cs,. 

291 { 

1160 

C—S = 1,5 

sich mit groBer VeriaBlichkeit 

speziell ein Bild daniber machen kann, welche inneren Bewegungen — 


SChwingungen dder Rotationen — in einem groBeren Molekiil unter dem 
EinfluB der thermischen Bewegung moglich sind. 

Als allgemein diirfen wir auch gewisse Ergebnisse bezeichnen, durch 
welche die Form hiufig in der ‘ organischen Chemie wiederkehrender 
Strukturtypen festgelegt wird. So kann es heute als gesicherter Bestand 
der aliphatischen Strukturforschung gelten, daB die aus einfach mitein- 
ander verkntipften Kohlenstoffatomen aufgebauten Ketten im Kristall 
eine ebene Zickzackform beibehalten, in der der Abstand zwischen zwei 
aufeinanderfolgenden Atomen 1,55 A und der Winkel zwischen zwei auf- 
einanderfolgenden Valenzen 108,5® betrigt. Erst im gasformigen oder 
gelosten Zustand nehmen diese Ketten unter dem EinfluB der Temperatur- 
bewegung dadurch unregelmaBige Grestalt an, daB sich die freie Dreh- 
barkeit um die einfache C—C-Bindung geltend macht. 

Das van't HoFFsche Prinzip von den konstanten Tetraederwinkeln ist 
auch in den gesSlttigten cyklischen Verbindungen ab gewahrt. Nur 
wenn die Einhaltung dieses Winkels geometrisch nicht mdglich ist, wie 
beim Cyclopropan oder Cyclobutan, treten Abweichungen auf, die sich als 
innere Spannung des Ringsystems kundgeben. — Die aromatischen Ring- 
systeme wie Benzol, Naphtalin usw. sind als eben erkannt worden. Auch 
hohere kondensierte Aroipaten — Chrysen, Pyren usw. —, femer die 
Gertiste der Sterine und Phtalocyanine konnten bis ins einzelne fest¬ 
gelegt werden. Es ware unschwer, diese allgemeinen Angaben fiber die Er¬ 
gebnisse der rdntgenographischen Strukturforschung noch zu vermehren, 
wir wollen aber den zur Verffigung stehenden Raum lieber der Be- 
sprechung der Hochpolymeren iiHdmen und hinsichtlich anderer Substanzen 
auf neuere zusammenfassende Arbeitenhinweisen (J52). 
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Allgemeines iiber die rontgenographische Erforschung der Hochpolymeren. 

Ober die Notwendigkeit der Herstellung hoch-orientierter Praparate 
ist bereits gesprochen worden. Der Gang einer Analyse halt sich an den 
bereits geschilderten Weg, beginnt mit Elementarkorper und Raumgruppe, 
legt dann ein plausibles Strukturmodell zugrunde und versucht, durch 
moglichst ausgiebigen Vergleich seiner Konsequenzen mit der Erfahrung 
dieses zurechtzufeilen und sicherzustellen. 

Dabei darf nicht verhehlt werden, daS die Verbaltnisse nicht immer so 
giinstig liegen wie bei der Untersuchung wohlkristallisierter, nieder- 
molekularer Stoffe. Dafiir sind bestimmte Umstande verantwortlich zu 
machen. 

Bei den von Natur aus faserformigen Hochpolymeren ist es, wie bereits 
angedeutet wurde, die mangelnde hohere Orientierung der Kristallite, 
welche eine betrachtliche Erschwerung mit sich bringt. Wir haben ja 
ausgefiihrt, daB die exakte Parallelisierung der Kristallite nach zwei 
Richtungen nicht moglich ist, sondem daB immer noch betrachtliche 
Streuungen bestehen bleiben. Dies wirkt sich vor allem darin aus, daB man 
GroBe und Symmetric des Elementarkorpers nicht mit jener Prazision 
bestimmen kann, wie wir sie sonst bei der rontgenographischen Methode 
gewohnt sind. Eine zweite bei diesen faserformigen Stoffen auftretende 
Schwierigkeit besteht darin, daB man nie einen zu ioo% kristallisierten 
Korper in Handen hat, sondem ein Teil des Objektes amorph ist. Dadurch 
tritt einerseits eine Starke Schleierung des Untergrundes in den Rontgen- 
diagrammen auf, welche die MeBgenauigkeit der Intensitat namentlich 
der 'schwachen Reflexe vermindert, und andererseits werden sogenannte 
absolute Intensitatsmessungen, welche die Intensitat eines Reflexes in 
Beziehung zur Masse des streuenden Objektes setzen, unmoglich gemacht. 

Bei den kristallisierten loslichen EiweiBkorpem, die wohl gelegentlich in 
Form von wohlausgebildeten makroskopischen Kristallen vorliegen, sind 
die Schwierigkeiten wieder von anderer Art. Hier ist namlich der Elementar- 
kdr|>er so groB, die Anzahl der in ihm enthaltenen Atome so betrachtlich, 
daB eine Bestimmung der genauen Schwerpunktslagen aller Teilchen auf 
Grand einer Methode der sukzessiven Naherung unmoglich erscheint. 
Man muB sich in diesem Fall damit begniigen, Aussagen iiber die GroBe 
und beilaufige Form der Riesenmolekiile abzuleiten. 

Als besonderes Merkmal der von Natur aus faserformigen hochmole- 
kularen Stoffe sei die wichtige Tatsache erwahnt, daB der Elementar¬ 
korper hier im allgemeinen kleiner als die durch chemische Haupt- 
valenzen zusammengehaltene Gruppe ist. 

Wir haben friiher gesehen, daB im Elementarkorper niedrigmoleku- 
larer Stoffe im allgemeinen mehrere chemische Molekiile enthalten sind. 
Wenn wir nun finden, daB bei der Cellulose der Inhalt des Elementar- 
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korpers (CeHioP5)4 betrSLgt, so iSLge zun^chst der SchluB nahe, daB das 
Molekiil der Cellulose aus hochstens vier Glucoseresten besteht. Diese 
SchluBweise hat in der Tat zu Beginn der Anwendung der Rpntgenanalyse 
auf hochpolymere Naturstoffe eine gewisse Verwirrung angerichtet, die 
erst bei einer genaueren Diskussion einer vollstandigen Klarung gewichen 
ist. Der Elementarkorper stellt ja jenen Raum vor, durch dessen dreifach 
periodische Anordnung der Kristall zustande kommt. Wenn nun z, B. 
eine lange Kette sehr regelmaBig gebaut ist, so kann man sich durchaus 
eine kristallgitterartige An¬ 
ordnung konstruieren, bei der 
der Elementarkorper nur ein 
einziges Kettei^lied enthalt. 

Eine derartige Moglichkeit, 
auf die Polanyi schon bei der 
ersten Untersuchung der Cel¬ 
lulose hingewiesen hat, ist 
schlieBlich als die richtige er- 
kannt worden. Es wird eine 
auBerst lange Reihe hinter- 
einander liegender Elementar¬ 
korper von einem langen Mole- 
kiil durchzogen und jedem 
einzelnen Grundbaustein ge- 
hort immer nur ein bestimmtes 
Glied der Kette an. Das Ront- 
genogramm kommt durch innermolekulare Periodizitaten zustande, die 
gleichzeitig fur das Molekiil und den Kristall charakteristisch sind. Um 
diesen engen Zusammenhang zum Ausdruck zu bringen, haben Mark 
und Meyer (13) solche Gitter Hauptvalenzketten^tiex genannt. 

In der Cellulose wird der Elementarkorper von zwei nebeneinander 
liegenden Hauptvalenzketten durchzogen, so zwar, daB immer je zwei 
Glucosereste einer Kette in ihn hineinfallen. Es enthalt somit, wie dies 
auch die Abb. 26 zeigt, der Grundbereich des Kristalles vier Glucosereste. 
Die aufeinanderfolgenden Glieder einer Kette werden namlich wegen der 
chemischen Art ihrer Verkniipfung ineinander nicht durch eine einfache 
Parallelverschiebung langs der Faserrichtung iibergefiihrt, sondem sind 
gegeneinander noch um etwa 180° verdreht. Fragen wir, wie dies in der 
Kristallographie geschieht, nach jenem der Teil der fortlaufenden Haupt- 
valenzkette, durch dessen translatorische Wiederholung ein Aufbau des 
ganzen Gefiiges mdglich ist, so kommen wir auf eine Gruppe von zwei 
Glucoseresten, d. h. auf die Cellobiose. DaB der Elementarkorper aberauch 
in seitlicher Dimension einen Ausschnitt aus zwei benachbarten Ketten 
enthalt, liegt wieder daran, daB die Ketten gegeneinander in ihrer Langs- 



Abb. 26. Scbematiscbe Darstcllung des Elementarkbrpcrs 
der nativen Cellulose nach MEYER und MARK. 
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richtung etwas verschoben sind. Der Komplex, durch dessen translato- 
rische Ineinanderfugung der ganze Kristall aufgebaut werden kann, mul 3 
daher tatsachlich vier Glucosereste enthalten. 

Alle weiteren Oberlegimgen der rontgenographischen Analyse eines 
hochmolekularen Stoffes sind ganz analog den bei niedermolekularen Sub- 
stanzen anzustellenden. Es spielt eben hier der Grundbaustein der Kette 
die gleiche Rolle wir dort das Molekiil. Durch Zugrundelegung eines plau- 
siblen Modelles, bei dem man sich im wesentlichen auf die organisch-chemi- 
schen Resultate von Haworth und von Freudenberg zu stiitzen hat, ge- 
langten Sponsler und-DoRE sowie Meyer und Mark (j) zu eincm Strukiur- 
modell der Cellulose, das alle daran zu stellenden Anforderungen in vollem 
Umfang erfiillt. Es mag von Interesse sein zu erwahnen, daB vor einem 
Jahr Sauter (755) auf Grund neu aufgenommener Diagramme die Bc- 
hauptung aufgestellt hat, dieses Modell sei unzutreffend, und er ein anderes 
an seine Stelle zu setzen versuchte. Eine iiberaus sorgfaltige und hinsicht- 
lich ihrer experimentellen Prazision bisher unerreichte Untersuchung von 
Clark {153) und seinen Mitarbeitem hat jedoch an Hand ungewohnlich 
schdner Diagramme bewiesen, daB das urspriinglich von Meyer und 
Mark aufgestellte Modell vollauf zu Recht liesteht und sowohl der von 
Sponsler und Dore als auch der von Sauter stammende Strukturvor- 
schlag als mit den Experimenten nicht in Einklang stehend abzulehnen ist. 

So konnte man auch bei hochpolymeren Stoffen (Cellulose, Kautschuk, 
EiweiB) bis zu einer sehr prazisen Formulierung der Hauptvalenzketten 
vordringen und es bleibt nur noch die Frage zu beantworten, ob auch der 
letzjte, weitestgehende Schritt der rontgenoptischen Methode, namlich 
der der Fourier- Analyse, auf diesem Gebiet durchgefiihrt werden konnte. 
Dies ist bis jetzt noch nicht geschehen, doch scheintes nicht ausgeschlossen, 
bei der steigenden Giite der Diagramme eines Tages auch eine exakte 
Fourier- Analyse von hoher orientierten Cellulose- oder Kautschuk- 
diagrammen durchzufiihren und als Ergebnis eine genaue Verteilung der 
Atomschwerpunkte und der Elektronendichte zu erhalten. Es steht auBer 
Zweifel, daB eine solche Krdnung der Anwendung rontgenoptischer Me- 
thoden auf das Gebiet der Hochpolymeren von groBter wissenschaftlicher 
Bedeutung ware und sicherlich neben den erwarteten Ergebnissen auch 
neue, unerwartete mit sich bringen wiirde. 

B. Die rdntgenographische Untersuchung der EiweiBkdrper. 

Besonders wichtige Beitrage hat die physikalische Methode der rontgen- 
interferometrischen Bestimmung von Strukturen in den letzten Jahren 
bei den Eiweipkorpern geliefert. Die Fortschritte auf diesem Arbeits- 
gebiete sind ein gutes Beispiel dafiir, wie durch Kombination chemischer, 
chemisch-physikalischer und physikalischer Daten schlieBlich selbst so 
komplizierte Stoffe wie die nativen EiweiBkorper in vieler Hinsicht recht 
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weitgehend aufgeklart warden konnen. Wenn auch in dem Bilde iiber den 
Aufbau dieser Substanzen noch sehr viele groBe Liicken klaffen, so liegen 
doch wichtige Grundlinien fast und ermoglichen es uns heute schon in 
einem gewissen Grade, makroskopische Eigenschaften der EiweiBkorper 
— namentlich ihr mechanisches Verbal ten — in eine recht enge Ver- 
bin dung mit ihrem molekularen Aufbau zu bringen. 

Bei der Auswertung der an EiweiBkorpern erhaltcnen rdntgeno- 
graphischen Ergebnisse wird die schon von Emil Fischer erarbeitete 
und formulierte Erkenntnis zugrunde gelegt, daB die Proteine der Haupt- 
sache nach aus Hauptvalenzketten von ^-Aminosaureresten bestehen, die 
durch Peptidbindungen zusammengehalten warden. Solchen Polypep- 
tidketten kann man die allgemeine Formal 

R' R'" 


CO CH NH CO CH NH^ 

NH CO CH' Nh" CO^ 'CH 

I I 

R" R"" 

3.5 A 

zuschreibcn, wobei R', R" usw. verschiedene Reste darstellen, die an die 
durchgehende Kette gebunden sind. Man weiB eben seit den Arbeiten 
E. Fischers, daB es eine ganze Reihe von Substituenten fiir die Poly- 
peptidketten gibt, und anscheinend hangt die groBe Mannigfaltigkeit der 
EiweiBkorper, auf der ihre physiologische Bedeutung beruht, nicht zuletzt 
schon mit diesem einfachsten Aufbauprinzip zusammen. 

Wir konnen die Proteine in drei Gruppen zusammenfassen: die faser- 
formigen, die nicht faserformigen und — ein besonderer Typus unter den 
letzteren — die Vira und Bakteriophagen. Faserproteine kommen in der 
Natur hauptsachlich als Geriistsubstanzen tierischer Organismen vor, 
stellen sich uns amorph Oder bestenfalls als submikroskopische Kristallit- 
gefiige dar und konnen wieder wesentlich in zwei Typen, in den Keratin- 
Myosin- und in den Kollagentypus gegliedert warden. Die nichtfaserigen 
Proteine bilden gelegentlich Kristalle von mikroskopischer und sogar 
libermikroskopischer GroBe, deren Untersuchung sehr aufschluBreich war. 
Von besonderer Bedeutung ist in der allerletzten Zeit das rontgeno- 
graphische Studium der Virusarten geworden und hat iiberraschende Er¬ 
gebnisse an diesen interessanten Substanzen zutage gefordert. 

Wir beginnen mit der Besprechung der Faserproteine vom Keratin- 
Myosin-Typus. 

Faser-Proteine vom Keratin-Myosin-Typus. Seiden-Fibroin. 

Die erste mit Rontgenstrahlen interferometrisch erfolgreich unter- 
suchte Substanz war das Fibroin der Seidenraupe Bombyx mori, Zuerst 


2oa' 
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haben Herzog und Jancke (9^) beobachtet, daB der naturliche ent- 
bastete Seidenfaden ein Rontgenfaserdiagramm liefert, das eine groBere 
Zahl intensiver Interferenzen enthalt, woraus man auf das Vorhandensein 
submikroskopisch kleiner, in sich kristallgittermaBig geordneter Bezirke 
riickschlieBen konnte. 

Im AnschluB an diese Untersuchungen hat dann Brill (95) eine Be- 
stimmung des Elementarkbrpers durchgefiihrt. Er fand, daB sich die 
beobachteten Interferenzen in ihrer Gesamtheit durch eine kleine Basis- 
zelle wiedergeben lassen, die also in irgendeiner Form als Grundbaustein 
der Struktur aufgefaBt werden darf. Nimmt man zu diesem Ergebnis die 
makroskopisch bestimmte Dichte sowie die von Fischer und Abder- 
HALDEN (96) bei der Hydrolyse erzielten Resultate, so kommt man zur 
Auffassung, daB der kristalline Anteil dieser sowie anderer Seiden-Fibroine 
zu gleichen Teilen aus Glycyl- und Alaninresten besteht. Der Elementar- 
kbrper enthalt je vier solcher Reste. 

Cber diese rbntgenographische Gehalts- und Gewichtsbestimmung des 
Elementarkorpers hinaus, konnten Meyer und Mark {97) einen Struktur- 
vorschlag machen, der iiber die Lagerung der Polypeptidketten in der Faser 
genaueren AufschluB gibt. Sie iibertrugen zu diesem Zweck die bei der Cel¬ 
lulose, beim Chitin, beim Kautschuk und anderen Hochpolymcren erhal- 
tenen Ergebnisse auf das Seiden-Fibroin und stiitzten sich hierbei auf den 
gemeinsamen hochpolymeren Charakter aller dieser Stoffe, sowie besonders 
auf die ins Auge springenden mechanischen Ahnlichkeiten. Man hat sich 
nach diesen Autoren vorzustellen, daB im nativen Seidenfaden parallel 
der Faserachse veiiaufende Hauptvalenzkettcn, in welchen Glycyl- und 
Alaninreste regelmaBig abwechseln, das Geriist des Aufbaues bilden. 
Sie werden seitlich durch van der WAALSsche Krafte zu biindelartigen, 
gittermS-Big geordneten Bereichen zusammengehalten, die man im An¬ 
schluB an Nageli (gS) als „Mizelle“ (Einzahl: das Mizell) bezeichnet hat. 

Diese Vorstellung erklart vor allem die Identitatsperiode in der Faser¬ 
achse, welche ein^n Wert von 7 A aufweist. Verwendet man namlich 
die aus der rontgenographischen Untersuchung organischer Molekiile 
bekannten Atomradien und Valenzwinkel, so erhalt man, wie an obiger 
Formel ersichtlich (S. 315), fiir einen Aminosaurerest in der fortlaufenden 
Kette eine Langen-erstreckung von 3,5 A. Fiir die aus rinem Glycyl- 
und einem Alaninrest gebildete Gruppe, durch deren periodische Wieder- 
holung die ganze Peptidkette aufgebaut ist, ergibt sich also in vollig 
gestrecktem Zustand tatsachlich der Wert von 7 A. Abb. 27 zeigt den 
von Meyer und Mark fiir den Aufbau des Seidenfibroins entworfenen 
Strukturvorschlag. Wenn er auch mit dem gesamten, damals zur Ver- 
^gung gestandenen experimentellen Material in vemiinftiger Oberein- 
stimmung stand und als ein plausibles Bild fiir den Aufbau der hoch¬ 
polymeren Substanz angesehen werden durfte, so muB doch be- 
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mangelt werden, daB die Elementarkorperbestimmung einer niedrig 
symmetrischen Kristallart lediglich auf Grund von Faserdiagrammen un- 
gewiB und mehrdeutig ist und schon wiederholt zu unrichtigen Ergeb- 
nissen gefiihrt hat. Kratky und Kuriyama (99) gelang nun die Her- 
stellung von hoher orientierten Fibroinpraparaten und damit erst war die 
Voraussetzung fiir eine zuverlassige Gitterbestimmung geschaffen. Wie 
im allgemeinen Teil naher ausgefiihrt wurde, liegen in einem solchen 
Praparat die langlichen kristallgittermaBig geordneten Bereiche — die 
Mizelle — nicht nur mit ihrer Langsachse parallel der Faserachse, sondern 
dariiber hinaus ist noch eine Orientierung in dem Sinn erreicht, daB alle 
Elementarkorper, mit einer ihre 
Querdimensionen vorzugsweise an- 
nahernd parallel einer bestimm- 
ten, normal zur Faserachse ver- 
laufenden Richtung angeordnet 
sind. 

Die Hcrstellung dieses Seidenfibroin- 
praparates geschah in der folgenden 
Weise: Man entnimmt einer spinnreifen 
Seidenraupc die gefullte Spinndriise, be- 
feuchtet sie zwecks Einleitung der 
Koagiilation mit verdunnter Essigs^ure 
und verformt sie hierauf durch gleich- 
zeitiges Dehnen und Walzen zu einem 
langen Band. Aus dem Inhalt der 
Spinndriise, die wenige Zentimeter lang 
und 1 —2 mm dick ist, kann auf diese 
Weise ein diinnes Band von 2—3 m 
werden. Die zur Erzeugung der hdheren Orientierung erforderliche Deformierbarkeit 
ist durch den hochplastischen Zustand des Seidenfibroins im unverSinderten Seiden- 
schlauch gcgeben. 



von Soidfiifibroin nach Meyhr unci MARK. 


Lange und i ~ 2 mm Breite hergestellt 


Bei Durchleuchtung des unveranderten Seidenschlauches selbst erhalt 
man bemerkenswerterweise weder ein Faser- noch ein Pulverdiagramm, 
woraus nach Brill (too) hervorgeht, daB die Kristallite — Mizelle — in dem 
unverformten Seidenschlauch noch nicht praformiert sind, sondem ihre 
Bildung erst bei der Deformation — sei es beim normalen Spinnen durch 
das Tier selbst, sei es bei der eben geschilderten Herstellung hoher orien- 
tierter Praparate — erfolgt. Es ist interessant, daB nach Brill auch bei 
der Durchleuchtung lebender Raupen lediglich amorphe Diagramme er- 
halten werden, nach dem Eintrocknen des Driiseninhaltes aber auch ohne 
Deformation Kristallinterferenzen auftreten. Wir werden auf diesen tJber- 
gang des Seidenfibroins aus einem ungeordneten in einen mizellmaBig 
geordneten Zustand spater noch zuriickkommen. 

Die Auswertung der Diagramme hoher orientierter Praparate fiihrte 
wegen der Streuung mit welcher die Regelung behaftet war, und angesichts 
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der niedrigen Symmetric des Gitters immer noch zu keinem, im strengen 
Sinn eindeutigen Ergebnis. Es lieB sich aber die gegenseitige Lagerung der 
Hauptvalenzketten doch soweit festlegen, daB ihre seitlichen Abstande 
auf das Intervall zwischen 4,5 und 5,8 A eingeschrankt werden konnten. 
Dieses Ergebnis steht mit dem von Meyer und Mark (97) entworfenen 
ersten Strukturvorschlag in gutem Einklang. 

Bei dieser Untersuchung wurde auch das Gewicht des Ekmentarkorpers 
bei Bornhyx-moriSeide neuerlich bestimmt. Es steht mit der Annahme 
einer nur aus Glycyl- und Alanylresten zusammengefiigten Kette in guter 
Ubereinstimmung, schlieBt aber wegen der Unsicherheit in der Dichte- 
bestimmung des kristallisierten Anteiles keineswegs aus, daB gelegentlich 
auch andere Aminosaurereste in unregelm^iger Weise eingestreut sind. 
Die Analysenergebnisse beim hydrolytischen Abbau legen vor allem die 
Vermutung nahe, daB nennenswerte Mengen von Tyrosin am Gitteraufbau 
beteiligt sind. Die Unscharfe gewisser Rontgenreflexe kftnnte dann 
zwanglos dahingehend erklart werden, daB beziiglich der seitlich an den 
Hauptvalenzketten sitzenden Radikale eine gewisse UnregelmaBigkeit 
herrscht, was eben das Vorhandensein anderer Aminosauren neben Glycin 
und Alanin bedeuten wtirde. 

Es ist noch der Befund zu vermerkeii, daB nicht alle Seidenarten 
identische Diagramme liefem. Kratky und Kuriyama (99) haben test- 
gestellt, daB bei einer Anzahl von ihnen untersuchter Seiden zwei Typen 
von Diagrammen auftreten, die sie als Bomhyx mori- und als Satonia- 
Typen bezeichneten. 

Etwas spater haben Trogus und Hess (ioi) die rontgenographische 
Untersuchung verschiedener Seidenarten neuerlich aufgenommen und eine 
Reihe interessanter Ergebnisse erhalten. Durch eine halbstiindige Vor- 
behandlung mit heiBem Wasser erzielten sie bei der Durchstralilung bis 
dahin unerreicht klare und scharfe Diagramme, die eine wesentliche 
Steigerung der MeBgenauigkeit bei der Auswertung ermoglichten. 

Unter den 25 von ihnen studierten Seidenarten konnten sie mit Sicher- 
heit vier Typen von Fibroindiagrammen unterscheiden und dem bereits 
erwahnten Bomhyx mori- sowie Satonia-Ty^xxs noch einen Nesterseiden- und 
einen Spinnenseiden-Typus hinzufugen. Wie Abb. 28 a—d zeigt, unter- 
schieden sich die vier Diagramme voneinander recht merklich (S. 319). 

Wahrend bei nativer Cellulose in alien ihren vielen verschiedenen 
Vorkommen immer nur ein bestimmter Gittertypus auftritt, zeigt also 
die kristalline Ordnung in nativen Seidenpr^paraten eine bemerkenswerte 
Mannigfaltigkeit. AUerdings geht die Differenzierung nicht so weit, daB 
jede einzelne Raupenspiezies einen Faden mit charakteristischem Rdntgeno- 
gramm produziert; vielmehr lassen sich, wie ausgefiihrt, einige Gruppen 
mit bestimmtem Rontgenogramm herausschalen, deren jeder eine Anzahl 
von Raupenspezies zuzuordnen ist. Es wire vielleicht nicht uninteressant. 
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diese Zusammenfassung nach gleichem Rontgendiagramm einmal vom 
zoologischen Gesichtspunkt aus zu diskutieren. 

Gemeinsam ist alien bisher untersuchten Gittem die Faserperiode von 



a 


b 



c <i 

Abb. 28. KOntgenfaso^agramme der 4 Seidentypen: 
a) Bombyx mort-Typus. b) Safonia-Typus. c) Nesterseide. d) Spinnenseide. Nach TROOU8 und HE8S. 


etwa 7 A und damit wohl auch das Grundprinzip des Aufbaues. In alien 
Fallen bilden also die Polypeptidketten, welche die Fasem ihrer Lange 
nach durchziehen, das Riickgrat der Struktur und bedingen die mecha- 
nischen Eigenschaften des entstehenden Gebildes. Die Unterschiede in 
den Diagrammen beziehen sich nur auf die Lage und Intensitat jener 
Interferenzen, die mit den seitlichen Dimensionen und der gegenseitigen 
Anordnung der Ketten zusammenhangen. Es liegt nun sicherlich nahe 
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anzunehmen, daB diese Unterschiede mit einer verschiedenen chemischen 
Zusammensetzung hinsichtlich der seitlich an den Ketten sitzenden 
Radikale R\ R" usw. zusammenhangen und es dratigt sich der Wunsch 
auf, diese Vermutung dutch einen Vergleich mit den bei der Hydrolyse 
der verschiedenen Typen erhaltenen Ergebnissen zu prtifen. 

Leider bietet aber die chemische Analyse bei solchen Uberlegungen 
keine verlSlBliche Basis, denn wir miissen bei der Seidensubstanz immer 
zweierlei Bestandteile auseinanderhalten: jenen, der geordnete kristalline 
Bereiche bildet und jenen, der als amorphe Kittsubstanz zwischen die 
Mizelle eingelagert ist. Die chemische Analyse erfaBt beide Anteile, 
die interferometrische nur den ersteren. 

Immerhin ist es aber auffallig, daB bei Fibroinen, die das Bombyx mori- 
Diagramm oder das ihm sehr verwandte S/)tn»setim-Diagramm ergeben, 
die wichtigsten Grundbausteine, Glycin, Alanin und T)Tosin laut Aussage 
der Hydrolyse etwa in einem molekularen Verhaltnis von 

9-4»5:i 

vorkommen, wahrend sich fur den rontgenographisch hiervon sehr stark 
abweichenden Sa/omVi-Typus ein Verhiltnis von etwa 

4.5 : 4.5 :1 

ergibt (joj). 

Dieser offensichtliche Zusammenhang der Gesamt-zusammenscfzung mit 
dem Diagrammtypus deutet doch wohl auf einen verschiedenen mate- 
riellen Inhalt auch des kristallinen Anteiles in den beiden Fallen hin. 

Hierbei hat man verschiedene Moglichkeiten fiir eine Deutung der Ver- 
haltnisse ins Auge zu fassen. Man kann annehmen, daB jeder Diagramm- 
typvLS einer einheitlichen Kristallart sein Entstehen verdankt; man kann 
aber auch mit Hess und Trogus (ioi) die Auffassung in den Vorder- 
grund stellen, daB in jeder Seide verschiedene Kristallarten nebeneinander 
vorkommen und daB das wechselnde Mengenverhaltnis dieser die Unter¬ 
schiede in den Diagrammt5^n bewirkt. Bei dieser Sachlage ware es 
iiberaus bedeutungsvoll, weftin es gel^ge, vor der chemischen Hydrolyse 
eine Fraktionierung der gesamten Substanz in den amorphen und den 
kristallinen Anteil durchzufiihren, um so fiir die weitere Diskussion 
wenigstens durchsichtige chemische Grundlagen zu besitzen. Es scheint 
nicht ausgeschlossen, daB solche Bestrebungen zu einem Erfolg fiihren 
konnten, wenn man vom hochgequollenen Seidenschlauch ausgeht, wo 
vielleicht noch eine gewisse Fraktionierbarkeit chemisch verschiedener 
Anteile bestiinde. Auch eine fraktionierte Hydrolyse des fertigen Fadens, 
unter st3ndiger rontgenographischer Kontrolle des Diagramms der zuriick- 
bleibenden Anteile ware von groBem Interesse. 

Man sieht, daB durch die interferometrischen Untersuchungen zwar 
die Prinzipien des Aufbaues der Seiden geklart sind, sich aber gerade 
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gegenwartig eine Rcihe hochst interessanter, mit den Feinheiten der 
Struktur zusammenhangender Fragcn auftut, die durch konsequente Ver- 
bindung chemisch-praparativer und rent gen ographischer Methoden 
sicherlich gefordert werden konnen. 

Dabei ist noch darauf liinzuweisen, daO von Hengstenbkrg und 
Lenel [102) sowie von Bernal {103) an einfachen Aminosauren und an 
niederen Peptiden Ergebnisse iiber die Struktur der Grundbausteine 
erhalten worden sind, die nach einer noch weitergehenden Prazisierung 
bei der Frage nach den Einzelheiten der Seidenstruktur noch eine wichtige 
Kolle spielen konnten. 

Die mannigfaltigen Erscheinungen, die man rontgenographisch bci 
dcr Einwirkung verschiedenartiger Reagenzien auf die Cellulose beob- 
achten kann, haben es nahegelegt, auchbeim Seidenfibroin nach ahnlichen 
Effekten zu suchen. Meyer und Mark (13) konnten feststellen, daB unter 
dem EinfluB konzentrierter Ameisensaure das Faserdiagramm des Seiden- 
fibroins zum Verschwinden gebracht werden kann. FiEss und Trogus {ioi) 
haben diese Vorgange luiher untersucht und beobachtet, daB mit anstei' 
gender Konzentration der einwirkenden Saure die Interferenzpunkte 
allmahlich immer breiter und schwacher werden, ohne daB in irgend- 
einem Stadium des Prozesses ein neues Diagramm erschiene, das auf 
das Entstehen einer stochiometrischen Zwischenverwendung schlieBen 
lieBe. 

Kratky und Kuriyama (99) fanden, daB bei lange dauernder Ein¬ 
wirkung von Essigsiiure jene Interferenzen, die an sich schon durch eine 
ziemliche Unscharfe auffallen, ganzlich verschwinden — eine Erscheinung, 
die von Hess und Trogus. {ioi) in iihnlicher Weise auch bei der 
Einwirkung von Mineralsauren und Basen festgestellt werden konnte. 

Alle diese Befunde zeigen, daB, im Gegensatz zu den Erscheinungen 
bei den Estern und Athern der Cellulose, das kristallisierte Seidenfibroin 
ein permutoides oder quasi-homogenes Durchreagieren mit dem angrei- 
fenden Stoff, unter Bildung mehr oder weniger stochiometrisch defi- 
nierter An- oder Einlagerungsverbindungen, nicht einzugehen geneigt 
ist. Die Erscheinungen deuten vielmehr auf eine gewisse Analogie zur 
Bildung von Hydro- und Oxycellulosen hin, die aus dem nativen Produkt 
bei der Einwirkung von Sauren entsteFien. Offenbar ist beim Fibroin 
der innere Zusammenhalt der gittermaBig geordneten Bereiche wegen der 
Carbonyl- und Imidogruppen ein so fester, daB er sich dem Einbau 
irgendwelcher eindringenden Molekiile sowie der Substitution ohne 
vollige Zerstorung der Struktur widersetzt. Sakurada und Hutino {104) 
beobachteten ferner, daB beim Seidenfibroin, nach dem Auflosen und 
Wiederausfallen des Praparats aus neutraler Salzlosung oder aus Kupfer- 
oxydammoniak, sich die urspriingliche gittermaBige Ordnung vollig wieder 
herstellt. Auch hier haben wir ein anderes Verhalten vor uns als bei der 
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Abb. 29. Die vier Haupttypen vun Faserproteinen im Rbntgenbild; 
a) a-Keratin, b) /?-Keratin, c) Cberkontrahiertes KoUagen (Elastoidin in heiBem Wasser kcmtrahiert). 
d) KoUagen gcstreckt (Sehne). Objektabstand 3,2 cm (156,157). 

Cellulose, wo man bei der WiederausflQlung meist nicht das Diagramm der 
nativen, sondem der merzerisierten Form erhalt. 

Offenbar ist bei der Seide die in Abb. 27 (S. 317) schematisch wieder- 
gegebene Anordnung der Hauptvalenzketten energetisch so bevorzugt, 
daB sie sich immer wieder als einzige herstellt und der Aufnahme fremd- 
artiger Bestandteile unuberwindliche Widerstande entgegensetzt. 
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Wir haben gesehen, daB sich bei der Verfolgung aller dieser VorgSuge 
die rdntgen-interferometrische Methode als einfaches und verlaBliches 
Hilfsmittel erweist. 


Keratin. 

Dieser Stoff tritt uns im Tierreich weit verbreitet, in der Wolle, in den 
Federkielen, Borsten, Haaren, Nageln imd Krallen usw. entgegen undbildet 
in seinen verschiedenen Erscheinungsformen ein ergiebiges Objekt fiir 
die rontgenographische Untersuchung. Hier ist es besonders Astbury (205) 
gewesen, der, von den eben geschilderten Erkenntnissen liber den Aufbau 
der Seide ausgehend, die Erforschung der molekularen Ordnung in den 
verschiedenen Keratinen angebahnt und erfolgreich durchgefiihrt hat. 

An der Spitze steht die von ihm entdeckteTatsache, daB vom Keratin, 
und zwar vorzugsweise vom Keratin der Wolle und Haare, zwei verschiedene 
Modifikaiionen existieren, die deutlich voneinander abweichende Rontgen- 
diagramme besitzen. Das oc-Keratin stellt im menschlichen und tierischen 
Haar den Normalzustand dar imd ist durch ein Beugungsbild charakteri- 
siert, das in Abb. 29 a wiedergegeben ist. Behandelt man die PrS-parate 
mit heiBem Wasser oder Dampf, so werden sie elastisch und zeigen bei 
einer etwa 190% betragenden Dehnung das Diagramm des ^-Keratins, 
von dem die Abb. 29 b eine Vorstellung geben moge. Die Umwandlung der 
beiden Phasen ineinander ist reversibel: man kann durch aufeinander- 
folgendes Dehnen und Entspannen den Ubergang aus der in die 
iS-Form beliebig oft, unter jedesmaliger Reproduzierung der in den 
Abb. 29 a bzw. b gezeigten Beugungsbilder durchfiihren. Wir haben einen 
Fall hochpolymerer Isomerie vor ims. 

Astbury erkannte nun, daB das Diagranun des )8-Keratins mit dem 
des Seidenfibroins groBe Ahnlichkeit aufweist, woraus sich schlieBlich 
die Konsequenz ergab, daB in dieser Form fast gestreckte Polypeptid- 
ketten angenommen werden miissen. Die Faserperiode betragt hier 
6,76 A, ist also etwas kleiner als die beim Fibroin der Seide gefundene; 
es errechnet sich aus ihr fiir die LSnge eines einzigen Aminosaurerestes 
ein Wert von 3,38 A, gegeniiber 3,5 A beim Seidenfibroin. Die Haupt- 
valenzketten sind also nicht zu ihrer maximalen Ltoge gestreckt, sondem 
gegeniiber dieser ein wenig kontrahiert. 

Aus den Interferenzen am Aquator der Diagramme schloB Astbury 
(205, 206), daB die zur Faserachse senkrechten Perioden 9,8 und 4,65 A 
betragen. Der erste — groBere — dieser beiden Werte liegt in der Richtimg 
der Seitenketten, in der durch die Raumerfiillimg dieser Gruppen ein 
groBerer Abstand zwischen den Hauptvalenzketten eingehalten wird. 
Die kleinere Identitatsperiode senkrecht zur Faserachse ist ein MaB fiir 
die Dicke der Peptidketten, die von Astbury als Riickgratdicke bezeich- 
net wurde. 
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Auf Grund dieser zunachst einmal lediglich aus den Elementar- 
korper-dimensionen abgeleiteten und vorlaufigen Deutung der Diagramme 
gelangt man zu dem in Abb. 30 schematisch wiedergegebenen Bild vom 
Aufbau des fi-Keratins. Wie ersichtlich, licgen die Hauptvalenzketten 
zur Faserachse parallel und bilden in ihrer Gesamtheit einen zwei- 
dimensionalen Rost oder cin zweidimensionales Gitter, dessen Zusammen> 
halt parallel der Faserachse durch die Peptidbindungen, senkrecht hierzu 
durch die Wechselwirkung der Seitenketten vermittclt wird. Dicse Wech- 
selwirkung kann verschiedener Art sein. Gelegentlich sind es starke 



Abb. 30. Hauptvalenzketten-Rost des Keratins (parallel der Faserachse Hauptvalenzen, senkrecht dazu 
* verschiedenc Wcchselwirkungen der Seitenketten). 

Dipolkrafte, gelegentlich heteropolarc und gelegentlich homaopolare 
Hauptvalenzen. In der Faser sind nun solche Roste iibereinander gelagcrt 
und werden durch die von den Carbonyl- und Irnido-gruppen ausstrahlen- 
den VAN DER WAALSschen Krafte zusammengehalten. 

Der experimentelle Beweis, daB die Seitenketten tatsachlich normal 
zur Riickgratdicke stehen, gelang Astbury und Sisson [loy) an Hand 
eines hoher orientierten Praparats aus /^-Keratin, das sie durch Pressen 
von Horn herzustellen vermochten. Die rontgenographische Unter- 
suchung ermoglichte die Feststellung des Elementarkorpers, ahnlich 
wie beim Fibroin, zwar nicht mit absoluter Sicherheit, immerhin aber 
mit recht groBer Wahrscheinlichkeit. Er besitzt jedenfalls genahert 
rhombische Symmetric, woraus gefolgert werden kann, daB die Netz- 
ebenen-scharen parallel der Riickgratdicke und der Seitenkettenlange 
tatsachlich aufeinander etwa senkrecht stehen. Der Raum, der nach den 
oben mitgeteilten Dimensionen des Elementarkorpers einem einzelnen 
Aminosaurerest zur Verfiigung steht, betragt 

V — 3 . 38 - 4 . 65 ' 9.8 — 154.10-**cm®. 
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Da die Dichte des Keratins zu etwa 1,3 bestimmt wurde, folgt fiir das 
mittlere Molekulargewicht eines solchen Restes, gemaB der Beziehung 

ein Wert von 120. Dieser steht in bester Ubereinstimmung mit jeiier 
Zahl, die durch Mittelbildung des Molekulargewichts aus den bei der 
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Abb. 31. Dip a ^5^ ^-Keratin-Uiawandlung uac h ASTBURY. 

Hydrolyse des / 3 -Keratins entstandenen Aminosauren erhalten werden 
kann. Die letztere betragt namlich 115. 

Zur Erklarung der nicht vollig ausgestrecktcn Form der Haupt- 
valenzkctten nimmt Asjbury an, daB. das Vorhandensein der starren 
Seitenkettenbihdungen den Polypeptidketten unter alien Umstanden 
eine gewisse ,,primdre Faltung* aufzwingt, die in fibroiner Seide, wo die 
Seitenketten fehlen, nicht vorhanden ist. 

Die Untersuchung des cx-Keratins ergab folgendes Resultat: Die Fasep- 
periode laBt sich mit voller Sicherheit bestimmen und betragt 5,6 A. Die 
beiden intensivsten Reflexe am Aquator des Diagramms deuten auf Netz- 
ebenenabstande von 9,8 A und von 27 A. Der Faserperiode kann man 
nach Astbury (J05, 106) durch die Vorstellung gerecht werden, daB im 
(X-Keratin die Ketten in einer gefalteten Modifikation vorliegen, wie sie 
Abb. 31 anschaulich macht. In ihr ist eine Anordnung dargestellt, welche 
der eines Pseudo-diketopiperazinringes entspricht, der ja auch von che- 
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mischer Seite her beim Aufbau der EiWeiBkorper h^ufig mitdiskutiert 
worden ist. Der aus Abb. 31 ersichtliche Betrag der Schrumpfung von 
3 X 3,38 A = 10,14 A auf 5,06 A entspricht in der Tat ziemUch genau 
jenem MaB an makroskopischer Dehnnng, welches umgekehrt zur t)ber- 
fiihrung der a- in die /J-Modifikation notwendig ist. Der Netzebenen- 
abstapd von 9,8 A senkrecht zur Faserperiode wird auch hier, wie beim 
/S-Keratin, der Unge der Seitenketten zugeschrieben, die in der a-Modi- 
fikation normal zur Ebene der Diketopiperazinringe verlaufen. 

Den reversiblen Obergang von der a- in die /?-Phase kann man sich 
an Hand des in Abb. 30, S. 324 wiedergegebenen Rostschemas anschaulich 
machen. Man versehe die Zeichnung von rechts nach links durchgehend 
mit Falten imd nehme jetzt, unter Benutzung dieser, eine solche Wellung 
des Blattes vor, daB ein Schnitt von oben nach unten normal zur Papier- 
ebene die Form der aus Pseudo-diketopiperazinringen bestehenden 
Kette der Abb. 31, S. 325 (links) ergibt. Die Auffaltung durch Dehnung 
in der Richtung des Schnittes entspricht dann dem Dbergang von a- in 
/S-Keratin. Abb. 32 (S. 327) gibt noch eine perspektivische Darstellung. 

Leider ist am Fall des a-Keratins die Herstellung hoher orientierter 
Praparate und damit eine Cberpnifung des Elementarkorpers nicht 
mdglich gewesen. 

Eine Variation der gegebenen Auffassung ist neuerdings durch Frank, 
Wrinch und Astbury {108) entwickelt worden, die eine Art Laktam- 
Laktim- Umwandlung annehmen: 
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Damit ist auch eine bestimmte Annahme iiber die Art des Ring- 
schlusses in den Diketopiperazinringen formuliert. Man kann das Ver- 
haltnis der beiden Formen des Keratins zueinander als einen Fall von 
mechanischer Stereoisomerie bezeichnen, da die / 5 -Form in reversibler Weise 
durch bloBes Dehnen des Praparats aus der a-Form hergestellt werden 
kann. Man sieht, daB der Aufbau aus sehr langen Molekiilen, welcher in 
den hochpolymeren Substanzen realisiert ist, zu eigenartigen Erschei- 
nungen fiihrt, die den gewohnlichen niedrigmolekularen Stoffen fremdsind. 

Sie sind von ausschlaggebender Bedeutung fur das mechanische Vet- 
haUen des betreffenden Stoffs, denn der umkehrbare Ubergang der beiden 
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Formen ineinander vermag nicht nur die erhebliche Elastizitat der Wolle 
und des Haares als solche verstandlich zu machen, sondem man kann auch, 
unter Hinzunahme gewisser Vorstellungen iiber das Offnen und SchlicBen 
der Seitenkettenbindungen zwischen benachbarten Hauptvalenzketten, 
die sonstigen mechanischen Eigenschaften von Keratin bis weit in ihre 
Einzelheiten verfolgen. Die Vorstellungen, zu denen man so gelangt ist, 
haben sich auch fiir das Verstandnis des Aufbaues anderer Proteine sowie 
fiir die Muskelkontraktion, und zwar hinsichtlich ihrer rein mechanischen 
Seite, als bedeutsam erwiesen. Es mag daher am Platz sein, hier etwas 
naher auf die mechanischen Eigenschaften des Keratins einzugehen (jo6, loy). 


keite 


kefte 

Abb. 32. Die a ^-Keratin-Umwandlung in perepektivisch schematischer Darstellung nach ASTBURY. 

In kaltem Wasser lassen sich Wolle und Haar nur etwa im Betrage 
von 50 bis 70% reversibel dehnen; laBt man aber Dampf oder verdiinnte 
Natronlauge auf die Substanz einwirken, so wird eine Dehnung bis zu 
100% der Ausgangslange erreichbar. Dabei kann eine vonibergehende 
Verfestigung der gedehnten Praparate eintreten, indem die Faser nicht 
mehr von selbst — elastisch — in ihre urspriingliche Lange zuriickkehrt. 
Durch Einwirkung von Dampf oder verdiinnter Lauge auf die voriiber- 
gehend oder y^tempordr'' gestreckte Form erfolgt jedoch wieder eine 
Sqhrumpfung. Hierbei verkiirzt sich das Haar sogar bis auf die Halfte 
seiner ursprtinglichen Lange, eine Erscheinung, die als Vherkontraktion 
bezeichnet wurde. In diesem Zustand besitzt die Substanz eine reversible 
Dehnbarkeit von etwa 300%, da sie beim Wiederausstrecken nicht nur 
auf die Lange der ^-Form, sondem wiederum bis fast auf die Lange der 
/S-Form gebracht werden kann. Vollzieht man diese maximale Dehnung 
und setzt die Faser im vollig .gespannten Zustand etwa Stunde der 
Einwirkung von Dampf aus, so tritt eine endgiiltige {permanente) Festi- 
gung ein und das Haar hat seine Elastizitat vollstandig verloren. 

Diese experimentellen Befunde lassen sich nun zwangslos durch das 
friiher angegebene Rost-schema, unter Hinzunahme bestimmter Vor- 
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stellungen iiber die Wechselwirkungen der Seitenketten verstehen. Im 
nativen a-Keratin sind die Seitenketten durch Nebenvalenzkrafte oder 
durch Wasseraustritt aus geeigneten Gruppen miteinander zu einenj 
ziemlich festen Gefiige verbunden, das eine groBere Dehnung als 50 bis 
70% verhindert. Durch den Dampf oder die Lauge. tritt> nun eine weit- 
gehende Hydrolyse und damit eine Losung vieler Verkniipfungen ein, 
so daB beim Anlegen einer mechanischen Spannung die Ketten fast 
vollkommen gestreckt werden und in die /?-Form iibergehen. BelaBt 
man das Praparat eine Zeitlang im gedehnten Zustand, so kniipfen sich 
zwischen den Seitenketten nunmehr wiederum Bindungen, die die tempo- 
rare Festigung bewirken. Das Einschrumpfen der Faser erfolgt erst, wenn 
diese neugebildeten, die/?-Form stabilisierenden Valenzbindungen wieder¬ 
um geldst werden. Halt man aber den gestreckten Faden langere Zeit 
auf hdherer Temperatur — etwa Stunde bei loo"^ — so konnen sich 
irreversible, wahrscheinlich hauptvalenzmaBige Seitenketten-bindungen 
ausbilden, welche die permanente Verfestigung der Struktur bewirken. 

Die jcweilige Gleichgewichtsform der Aminosaurekette — ilher- 
kontrahiert, kontrahieri, gestreckt oder verfestigt — ist von der Zahl 
und Art der Seitenkettenbindungen abhangig, deren Mannigfaltigkeit 
das eigentiimliche mechanische Verhalten des Haar-Keratins bestimmt. 
In diesem Sinn kann das Seiden-Fibroin als der ideate Grenzfall des perma¬ 
nent verfestigten / 5 -Keratins angesprochen werden. In ihm geniigen die 
zwischen den benachbarten Ketten bestchenden van 
DER WAALSschen Kraite, um die gestreckte Form auf- 
recht zu erhalten, wobei die besondere RegelmaBigkeit 
im Aufbau eine so starke energetische Bevorzugung 
der gittermaBigen Konfiguration mit sich bringt, daB 
trotz der kurzen und indifferenten Seitenketten eine 
Kontraktion nicht eintritt. Das Keratin aber, in dem 
wegen der Anwesenheit bedeutender Anteile verschie- 
dener Aminosauren eine gewisse UnregelmaBigkeit ge- 
geben ist, kann in drei Grundformen bestehen. Die 
a- und/ 5 -Formen entsprechen den geometrisch ziemlich 
durchsichtigen Zustanden einer weitgehendenStreckung 
und einer regelmaBigen Faltung. Beziiglich der iiber- 
kontrahierten Form liegen derzeit noch keine sicheren 
Aufschliisse vor, doch hat Astbury (106) aus Analogie- 
griinden angenommen, daB hier die Polypeptidkette in 
einer noch starker gefalteten Form vorliegt. Ein kon- 
kreter Strukturvorschlag stammt wieder von Frank (108), der auch hier 
eine Laktam-Laktim-Umwandlung annimmt (s. die Formel). 

Nach Ausweis des Rontgendiagramms der iiberkontrahierten Phase, 
das wenig charakteristisch und verwaschen ist, scheint aber dieses tJber- 
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falten nicht sehr regelmaBig zu erfolgen. Wir werdcn spater auf die Ahn- 
lichkeit des Diagramms dieser liberkontrahierten Form mit dem Beu- 
gungsbild des ungedehnten Kautschuks noch zuriickkommen. 

Die soeben gemachten Angaben iiber die Striiktur des Keratins dcr 
menschlichen und tierischen Haare wurden durch die Untersuchung des 
Keratins der Federkiele (log) in sehr wirkungsvoller Weise erganzt und 
bcstatigt. Das Diagramm dieser Substanz zeigt groBe Ahnlichkeit mit dem 
des Seidenfibroins. Man findet, daB in ihm ein Aminosaurerest eine Lange 
von nur 3,1 A besitzt, wahrend die Maximallange, wie bereits mitgeteilt, 
3,5 A betragt. Durch Dehnen iaBt sich dieser Abstand bis auf 3,3 A 
reversibel lind kontinuierlich vergroBern. Bei wciterer Dehnung aher 
zerreiBt das Praparat. Das Verhalten deutet darauf hin, daB im Keratin 
der Federkiele zahlreiche Seitenketten mit starker Wechselwirkung 
vorhanden sind, die sowohl eine Kontraktion in die gefaltete Form als 
auch ein vcilliges Strecken der Aminosaureketten auf die Maximallange 
von 3,5 A verhindern. 

Wir haben bisher unsere Aufmerksamkeit dem normalen Faserdia- 
gramm der Proteine und seiner Auswertung im Hinblick auf die Struktur 
des Elementarkorpers zugewendet. Man erhalt aus ihm Auskunft fiber 
den periodischen Aufbau der Hauptvalenzketten an sich und iiber ihre 
gegenseitigc Anordnung im Innern der Mizellen. Ober die Gesamtlange 
der Kette jedoch und iiber das etwaige Vorhandenscin groBer Periodizitaten 
ist bisher noch nichts mitgeteilt worden. 

Nun sind aber gerade in den letzten Jahren, vornehmlich durch eng- 
lische und amerikanischc Forscher, eine Keihe von Untersuchungen in 
der Absicht durchgefiihrt worden, grofie Perioden durch die Entdeckung 
von Kcflexen in der unmittclbaren Umgebung des DurchstoBpunktes 
festzustellen. 

Die erste Kunde von der Existenz groBer Perioden wurde beim 
Keratin allcrdings auf einem indirekten Weg erhalten. Im Verlauf ihrer 
Untersuchungen fiber das Keratin der Federkiele haben Astbury und 
Marwick (/09) auf der vertikalen Mittellinie des Diagramms einen 
Reflex festgestellt, der einem Abstand von 24,8 A entspricht. Bei ge- 
nauerer Untersuchung erwies er sich als eine Doublette zweier nahe bei- 
sammen licgender Interferenzmaxima. Deutet man sie als die 12. und 
14. Ordnung ein- und derselben Netzebene, so erhalt man ffir diese einen 
Identitatsabstand von 309 A. Eine Periode solcher GroBe wfirde demnach 
in der Richtung der Faserachse vorhanden sein. Sie entsprache einer Kette 
von etwa 100 Aminosaureresten und dies wfirde besagen, daB das Wachs- 
tum dieser Substanz, neben den im molekularen Bereich liegenden, 
bereits bekannten und diskutierten Periodizit^lten, auch noch eine zweite 
Art von RegelmaBigkeit mit sehr viel groBeren Abstanden herstellt. Zum 
Vergleich konnte angeffihrt werden, daB man auch bei der Untersuchung 
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eines vielstdckigen Hauses verschiedenartige Periodizitaten feststellen 
kann: jene, die der LSlnge eines Ziegelsteins entspricht, ware mit der 
Identitatsperiode des Aminosaurerestes zu vergleichen, wahrend die ein- 
zelnen Stockwerke des Hauses mit der groBeren Identitatsperiode in der 
Faser korrespondieren. 

Es konnten aber auch sehr groBe Netzebenen-abstande von Aquator- 
reflexen beobachtet werden, die auf ein weitmaschiges Gitter senkrecht 
zur Faserachse hinweisen. In Stachelschwein-borsten und Federkielen 
haben Corey und Wyckoff (jio) Netzebenen-abstande von ii2 bzw. 

115 A aufgefunden. Auch bei der Untersuchimg 
von Wolle gelangten Clark, Parker, Schaad 
und Warren (hi) zu einer Periode von 81 A 
senkrecht zur Faserachse, ein Reflex, der von 
Astbury (112) ebenfalls bereits vorhergesagt 
worden war. 

Eine sichere Deutung dieser Riesenperioden 
laBt sich heute noch nicht geben. Beschranken 
wir uns zunachst auf die parallel der Ketten- 
richtung gefundenen Werte, so muB man bei 
der Erklarung grundsatzlich zwei Moglich- 
keiten ins Auge fassen: 

a) Die Ketten haben eine durch den groBen 
Abstand oder durch ein kleines Vielfaches von 
ihm festgelegte Lange oder 

b) in den Reflexen kommt eine Periodizi- 
tat im Aufbau einer noch viel langeren Poly- 
peptidkette zum Ausdruck. 

Zur Erklarung der Reflexe geniigt es aber nicht, daB jede Kette die 
entsprechende Lange besitzt, bzw. fiir sich eine entsprechende t)ber- 
periode aufweist, sondem die nebeneinander liegenden Ketten miissen 
gegeneinander so ausgerichtet sein, daB ihre Enden im ersten Fall, der 
Beginn eines Cyklus der Dberperiode, im zweiten Fall in bestimmten,. 
quer zur Faserachse verlaufenden Ebenen liegen. 

Um dies zu veranschaulichen, denken wir uns etwa den Beginn einer 
Cberperiode durch einen kleinen Kreis in der geradlinig gezeichneten 
Kette markiert. Dann wurde die in Abb. 33 a gew^hlte Anordnung im 
Sinne der Interferenzlehre bei der Bestrahlung durchlaufende Schicht- 
linien ergeben, die nicht in einzelne Reflexe zerfallen. Die beobachteten 
Interferenzen, die zur Auffindung der groBen Perioden geftihrt haben, 
sind aber seitlich scharf begrenzt und bezeugen dadurch, daB die Anord¬ 
nung der Uberperiode so sein muB, wie es Abb. 33 b zeigt. 

Diese Konsequenz gibt im Hinblick auf die friiher eingefuhrte Vor- 
stellung von den statistisch verteilten Seitenkettenbindungen zu 


Abb. 33. Die Anordnung in a fuhrt 
zu durchlaufenden Schichtlinien, die 
Anordnung in b zu einzelnen, langs 
der Schichtlinien angeordneten In- 
» terferenzen. 
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denken. Es scheint, daB die Peptidketten der Keratine doch einen 
viel hoheren Grad innerer RegelmaBigkeit aufweisen, als man frtiher 
anzunehmen geneigt war. Die einzelnen Aminosauren miissen uber 
(vom molekularen Standpunkt aus) groBe Bereiche — mehrere loo A — 
nach einem streng eingehaltenen Bauplan angeordnet sein. DaB bei der 
praparativen Herstellung hochpolymerer Stoffe cine solche RegelmaBig¬ 
keit nicht eintreten kann, ist einleuchtend. DaB aber beim organischen 
Wachstum durch irgendwelche selektive Einfliisse beim Entstehen der 
Kette wesentliche GesetzmaBigkeiten vorherrschen, die vorlaufig nicht 
ganzlich durchschaut und verstanden werden konnen, scheint nach der 
sicher festgestellten Existenz der Dberperioden nicht mehr bezweifelt 
werden zu konnen. Dies um so mehr, als in manchcn Fallen gleichzeitig 
auch eine lange Periode normal zur Faserrichtung festgestellt werden 
konnte, woraus hervorgeht, daB sich der iiber groBe Distanzen festgelegte 
Bauplan auf ein raumliches Gebiet erstreckt. Es unterliegt also auch die 
Art und Weise, wie die Ketten seitlich aneinander gelagert sind, einer 
auf weite Distanzen wirksamen Regelung. 

Fibrin. 

Nachdem sich Herzog und Jancke orientierend mit diesem durch 
Gerinnung von Blut erhaltlichen EiweiBstoff rontgenographisch beschiif- 
tigt hatten, konnten Katz und de Rooy (Jij) durch Spinnen von Fibrin- 
faden unter moglichst groBer Spannung ein Faserdiagramm erhalten. 
Die Vermessung ergab eine groBe Ahnlichkeit mit dem Diagramm des 
j 3 -Keratins. Die Zuordnung der Reflexe im Sinne Astburys ergibt die 
Lange eines Aminosaurerestes von 3,5 A, die Riickgratdicke von 4,7 A 
und die Seitenkettenlange von 10,1 A. 

Myosin. 

Die festen Bestandteile des Muskels tierischer Gewebe bestehen haupt- 
sachlich aus Myosin, einem ebenfalls faserigen EiweiBkorper. Boehm und 
Weber (jj^) isolierten aus quergestreiften Skelettmuskeln diese Substanz 
zunachst als Losung, welche Thixotropic und Strdmungsdoppelbrechung 
zeigte. Nach einem Verfahren von Weber — eine Art Streckspinnver- 
fahren — wurden aus dieser Losung Myosinfaden hergestellt, die ein mit 
dem wenig kontrahierten Muskel identisches Faserdiagramm ergaben. 
In einer spateren, sehr eingehenden Arbeit hat dann Weber (215) den 
Feinbau dieser Faden durch mechanische und optische Messungen 
griindlich untersucht. Es ergab sich, daB achsenparallel geordnete EiweiB- 
stabchen vorliegen, die bei der Quellung in wasserigen Medien erhalten 
bleiben; denn die nach der WiENERschen Theorie fiir diesen „Mischk6rper*‘ 
berechnete Stabchendoppelbrechung stimmt mit der experimentell ge- 
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messenen ziemlich gut iiberein. Wir mussen es uns hier versagen, auf diese 
grundlegend wichtigen, optischen Untersuchungen einzugehen. Vermerkt 
sei aber doch, daB hier der erste Fall vorliegt, wo bei organischen Kolloiden 
die WiENERsche Theorie mehr als qualitativ angewendet werden konnte. 
Geradc die Abweichungen von der einfachen Theorie werden ein Ein- 
dringen in die h'einhciten des Quellungsvorganges — und damit der 
mizellarcn Struktur — ermoglichen, wozu bei Weber {113) auch schon 
wichtige Ansatze vorhanden sind. 

Die vergleichende optische Untersuchung der ^-Abschnitte des 
Froschmuskels ergab, daB dieser zu 40 Volumprozcnt aus Myosin besteht. 

Bei der Weiterfuhrimg dieser Untersuchungen durch Astburv und 
Dickinson (116) zcigte sich, daB auch das Myosin eirier intramolekularcn 
Vmwandhmg fahigist, bei der zwei Modifikationen eine inaBgebende Rolle 
spielen. Dehnt man namlich Myosinfilme, die eine reversible Elastizitat 
von etwa 300% aufweisen, so tritt zuerst das Diagramm einer .\-Form 
und beini weiteren Dehnen das einer /S-Form auf, die beide dcm Keratin 
sehr nahe stehen. Letzteres I^Bt sich ebenso wic das ^-Keratin selbst 
stabilisieren. Die Myosinfilme verhalten sich also ganz so, als ob sie aus 
uberkontrahiertem Keratin bestiindcn. 

Die von Boehm und Weber {114) nachgewiesene Identitat des Myo¬ 
sins im Muskel und in der isolicrten Form machte es von vornherein wahr- 
scheinlich, daB der Muskel ein ganz analoges Verhalten wie der Film 
zeigen wird, Tatsachlich gelang cs Astbury und Dickinson {iiy) an 
verschiedenen Muskelpraparaten nachzuweisen, daB im erschopften 
Muskel das Myosin in der <x-Form vorliegt, im kontrahierten Muskel aber 
in einer fiber kontrahierten Modifikation und schlieBlich durch extremes 
Dehnen des Muskels auch in eine /J-Modifikation fibergefiihrt werden kann. 
In diesem Sinne wurde der normalen Kontraktion eincs Muskels die 
Superkontraktion des Haares entsprechen. 

Wir kdnnen diese Ergebnisse in der folgenden Korrelation zusammen- 
fassen, wobei analoge Zustande in je einer Zeile vereinigt sind: 

Bberkontrahiertes Keratin ungedehnter Film oder ^ kontrahierter Muskel, 

Faden aus Myosin 

a-Keratin ^ etwas gedehnter Faden ^ erschlaffter Muskel, 

Oder Film aus Myosin 

/?-Keratin /-*w maximal gedehnter E'a- ^ maximal gedehnter 
den Oder Film aus Muskel 

Myosin 

Der Wechsel in der Gestalt des EiweiBgeriistes, der beim Keratin 
und auch beim Myosin im Laboratorium teils durch mechanische Ein- 
wirkung, teils durch chemische und W^rmebehandlung erfolgt, wird im 
Muskelsystem offenbar stets durch chemische Reize ausgelost. Man 
konnte die Myosinmolekiile als die beweglichen Teile der Muskelmaschine 
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bezeichnen, die chemische Energie der sich abspielenden Reaktion aber 
als die treibende Kraft. 

Die Struktur des Myosins ist viel beweglicher als die des Keratins, 
denn bei letzterem mii.ssen erst durch hydrolytische Prozesse gcwisse 
Querverbindungen gelockert oder gelost werden, um die Bildung dcr uber- 
kontrahierten Struktur sowie auch die Bildung der ^-Form zu ermbglichen. 
Beim Myosin dagegen ist diese Beweglichkeit schon von selbst vorhanden. 
Unwillkiirlich wird man bei diesem Vergleich an das Verhaltnis zwischen 
nativem und vulkanisiertem Kautschuk erinnert, von denen der erstere 
auch eine erheblich groliere Beweglichkeit der einzelnen h^adenmolekiile 
zeigt, wahrend der letztere durch die bei der Vulkanisation (Titstandenen 
Schwefelbrucken zu einem starren dreidimensionalcn Rost stabilisiert 
werden karm. In der Tat konnte Spearman (118) Arguni(^nte dafiir er- 
bringen, dab die Stabilisierung auch bei den Proteinen durch Schwefel- 
briicken erfolgt, die von Cystin geliefert werden. Im Keratin versteifen 
sie das Gefuge betriichtlich und ermbglichen erst nach ihrer Lbsung das 
freie Spiel der verschiedenen Umwandlungen. Diese Lbsung kann z. B. 
dadurch erfolgen, dab i Molekiil Cystin in 2 Molekule Cystcin iiber- 
geht, ein Vorgang, der sicherlich schon bei relativ milden Einwirkungen 
mbglich ist. 


Proteine vom Typiis des Kollagens. Sehnen, Bindegewebe, Gelatine, 

Mit der interferometrischen Untersuchung dieser groben und wichtigen 
Substanzgruppe haben sich in den letzten zehn Jahren viele Forscher {iig) 
beschaftigt, wobei eine grobe Zahl verschiedenster Praparate zur Unter¬ 
suchung gelangten. Wenn wir auf alle die.se Arbciten nicht mit der gleichen 
Ausfuhrlichkeit eingehen, wie auf die referierteii iiber das Keratin, dann 
nicht etwa wegen der geringeren Wichtigkeit, sondern weil in diesen 
Arbeiten mehr die Frage der mizellaren Struktur und Ordnung, sowie der 
Quel lungs vorgange behandelt und weniger die im vorliegenden Rahmen 
besonders interessierende eigentliche Molekiilstruktur besprochen wird. 

Zunachst wurde gefunden, dab Sehnen, Gelatine und die verschieden- 
artigsten Bindegewebe sehr ahnliche Beugungsbilder liefern, die schon dem 
Anblick nach Vecht merkliche Unterschiede gegeniiber den entsprechenden 
Diagrammen der Keratin- und Myosingruppe aufweisen. 

Eine nahere Diskussion der Rbntgendiagramme hat ergeben, dab in 
diesen Praparaten die Lange eines Amino.saurerestes 2,84 A betragt, 
woraus man schlieben darf, dab der Streckungsgrad der Polypeptidketten 
hier anscheinend zwischen defn in der oc- und /S-Form des Keratins vor- 
handenen liegt. Als mbgliche Deutung fiir diesen Befund wurde unter 
anderem die Annahme einer cis-Konfiguration in der Hauptvalenzkett’e 
vorgeschlagen, welche tatsachlich die Identitatsperiode von 2,84 A quan- 
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titativ verstandlich machen konnte. Das nebenstehende Schema zeigt 
die Form einer solchen Kette. 

Die Aquator-interferenzen, die am besten von Katz und Derksen (iig) 
an Gelatine untersucht worden sind, ergeben fiir den Gitteraufbau senk- 
recht zur Fasenichtung Abstande von 4,56 und 10 A, die 
man wiederum als Riickgratdicke hzw. Seitenkettenlange 
auffassen wird. Dieser Befund ist wiederum eine Stiitze 
fiir die allgemeine und wohl ihrem Wesen nach zutreffende 
Vorstellung, daB der Aufhau aller faserformigen Proteine 
grundsdtzlich der gleiche ist und daB die Unterschiede im 
wesentlichen in def Verschiedenheit der Seitenketten zu 
suchen sind, welche ihrerseits dann eine verschiedene Fal- 
tungsart der Hauptvalenzketten bewirken. Offenbar zwingt 
jede gegebene Seitenkettenbindung der Polypeptidkette 
eine bestimmte Langserstreckung auf, wobei allerdings 
nach noch sterische Effekte, wie die cis-trans-Isomerie 
beriicksichtigt werden miissen. 

Auch beim Kollagen laBt sich der soeben gemachte 
Strukturvorschlag durch eine tFberpriifung der Massen- 
verhaltnisse stiitzen. Die Dichte der Praparate im 
trockenen Zustand betragt etwa 1,348, woraus sich fiir 
den Elementarkorper ein Gewicht von 

2,84 X 4,56 X 10 X 1,348 X IO“ 2 * g 

ergibt. Das mittlere Gewicht eines Aminosaurerestes betragt nach Aus- 
sage der Molekulargewichtsbestimmungen an Hydrolysatgemischen 96, 
das ist 

96 g 
0,6* 10®* ® 

Man erhalt also fiir die Anzahl der im Elementarkorper vorhandenen 
Reste 

2,84 X 4,56 X 10 X 1,348 X 10-** X 0,6 X 10** _ 

96 

was mit der zu erwartenden Zahl i wirklich befriedigend iibereinstimmt. 

Die Frage nach der Existenz von Vberperioden wurde auch beim 
Kollagen sorgfaltig studiert. Wyckoff und Corey (j20 , 121) konnten an 
der Schwanzsehne des Kanguruhs in der Tat eine Faserperiode von 103 A 
direkt beobachten, vermuten aber aus der Kombination mehrerer Reflexe, 
daB der tatsachliche Abstand etwa 330 A betragt. Desgleichen lieB sich 
bei der Durchleuchtung der Schwanzsehne ausgewachsener Ratten (121) 
eine Periode von 109 A feststellen. Die Abb. 34 zeigt das Schema einer 
Rontgenaufnahme dieser Substanz und l^Bt in der unmittelbaren 
Umgebung des DurchstoBpunktes eine Reihe meridionaler Reflexe (C) 
erkennen. 


CHR 

/ 

(HO)C 

N 

CHR 

CO 

/ 

NH 

I 

RHC 

C(OH) 

N 

/ 

RHC 

CO 

\ 

\h 





Anwendung physikalischer Methoden zur Erforschung von Naturstoffen 335 


Nach den Angaben von Nageotte und Guyon [122) erhalt man durch 
Aufldsen und Wiederausfallen dieser Sehnen sowie verschiedener anderer 
Bindegewebe Produkte, die in ihren Eigenschaften dem Ausgangsmaterial 
iiberaus ahnlich sind. Wyckoff und Corey (121) haben auch diese 
Regenerate rontgenographisch studiert und gefunden, daD sie im Wesent- 
lichen mit dem Ausgangsmaterial identisch sind und sogar die groBen 
Perioden wieder erkennen lassen. Daraus muB man wohl schlieBen, 
daB bei dem DispergierungsprozeB nicht nur die Fadenmolekiile als solche 
erhalten bleiben, sondem daB beim 
Wiederausfallen auch die gleiche hohe 
RegelmaBigkeit, die in dem Schema der 
Abb. 33 b, S. 330 zum Ausdruck gebracht 
ist, und im natiirlich gewachsenen Ma¬ 
terial vorliegt, wieder hergestellt wird. 

Da man nicht gut annehmen kann, daB 
einmal voneinander ganzlich getrennte 
Molekiile wieder in solche Lagen zu- 
sammenfinden, muB man wohl schlieBen, 
daB bei dieser Art der Auflosung das 
Gesamtgefiige bis zu einem erheblichen 
Grad erhalten bleibt, so daB man eher 
eine sehr weitgehende innermizellare 
Quellung als eine wirkliche Dispergie- 
nmg vor sich hat. Wir sehen auch hier 
wieder, daB die Frage, ob hochpolymere 
Stoffe monomolekular oder mizellar dispergiert werden, sicherlich 
nicht fur alle Substanzen gleichartig beantwortet werden kann. 

Bei der Untersuchung von Darmsaiten fanden Clark, Parker, Shaad 
und Warren [123) bei Verwendung von Mg- und Al-Strahlung Reflexe, 
die auf Perioden von 220 oder 440 A schlieBen lassen; endlich gibt Shaad 
[124) bei Kollagen eine Faserperiode von 423 A an. 

Man kann nun das Kollagen durch entsprechend energische Einwir- 
kungen auch so weit dispergieren, daB beim Wiederausfallen die Uber- 
perioden nicht mehr auftreten. Dies erfolgt bei der Herstellung von Gela¬ 
tine aus nativcm Bindegewebe. Die rontgenographische Untersuchung der 
Gelatine hat namlich gezeigt, daB in ihr die auf eine hohe RegelmaBigkeit 
hindeutenden Uberperioden fehlen. Offenbar konnen bei der Wiederzu- 
sammenlagerung die Ketten, die zwar in sich ihre innermolekularen Perio- 
dizitaten beibehaltfen haben, nicht mehr in solche geregelte gegenseitige 
Lage treten, daB eine Anordnung zustande kame, die dem Schema der 
Abb. 33 b (S. 330) entspricht. Bestenfalls wird es hierbei zu einer Ausbildung 
vom Typus der Abb. 33 a komnien konnen. Auf diese Weise wird auch ver- 
standlich, daB im Fibroin der Seide keine Uberperioden beobachtet werden 



Abb. 34. Schema der ROntgenaufnahme von 
Rattenschwanzsehne nach WyOKOFF und 
Corby. 
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konnten. Der SpinnprozeD der Raupe ist, verglichen mit dem organischen 
Wachstum des Bindegewebes, viel zu rasch, als daC sich wahrend seines 
Verlaufes eine Ordnung iiber so groBe Berciche herstellen konnte, die 
geeignet ist, das Auftreten von Oberperioden zuzulasscn. 

Im lieiBen Wasser kontrahieren sich Kollagenfasern sehr betrachtlich. 
Es tritt das sogenannte ,,Schnurren' der Sehnen ein, bei dem sich ein 
Endzustand herstellt, der einer iiberkontrahierten Form der Polypeptid- 
ketten entsprechen diirfte. Allerdings ist der Zusamrnenhang zwischcn den 
iiberkontrahierten Formeii in der Keratin-Myosin-Grupj>e einerseits und 
der Kollagengruppe anderseits noch nicht vdllig klargestellt. 

Auf die l^ntersuchungen. welche sich mit den mechanischen Eigen- 
schaften der Kollagenfasern befassen, kbnnen wir nicht naher eingehen. 
Besonders erwahnt sei nur eine Arbeit von Meyer (125), der das mechani- 
sche Verhalten in Medien von verschiedenem pn-Wert mit den inner- 
molekularen Wechselwirkungen in Zusamrnenhang bringt. 

Oberblicken wir die besprochenen intramolekularen Umwandlungen, 
so laBt sich sagen, daB in diesen Molekiilen der Keratin- und Kollagen¬ 
gruppe sicherlich ein Typus reversibler Elastizitcit vorliegt, der dem t)ber- 
gang eines gefalteten Molekiils (^x-Form) in ein gestrecktes (/^-Form) ent- 
spricht. Sowohl der gefaltete Ausgangszustand als auch der gestreckte 
Endzustand sind hierbei energctisch bevorzugt und stellen stabile, wohl- 
definierte Zustande dar. 

Nicht mehr so sicher ist es, ob auch dem iiberkontrahierten Zustand 
eine ganz bestimmte wohldefinierte Faltung in dem Sinn entspricht, daB 
wir auch hier einen energctisch stark bevorzugten, geomctrisch vollig 
definierten Faltungszustand der Kette vor uns haben. Die groBe Ahnlich- 
keit der Beugungsbilder von iiberkontrahiertem Keratin und ungedehntem 
Kautschuk legt vielmehr die Vermutung nahe, daB es sich in beiden Fallen 
nicht um eine durch zwischenmolekularc Krafte bedingte wohldefinierte 
Kontraktion, sondern um eine durch kinetischc Effekte hervorgerufene 
statistische Verknauelung handelt. Beim Kautschuk hat sich, wie an 
anderer Stelle ausfiihrlicher geschildert werden wird, diese Auffassung 
sowohl qualitativ als auch bei der Wiedergabe der thermoelastischen Eigen- 
schaften dieses Stoffes quantitativ bestens bewahrt. Dabei ist hervorzu- 
heben, daB bei geringeren Dehnungsgraden der kinetische Effekt sehr stark 
iiberwiegt, wahrend bei hoheren, wo die bekannten Rdntgeninterferenzen 
des Kautschuks auftreten, auch hier zwischenmolekulare Krafte mit- 
spielen und gewisse bevorzugte Kettenformen erzwingen. 

Wie bei alien physikochemischen Vorgangen, haben wir also auch bei 
der Elastizitat langkettiger Molekiile sowohl Energieanderungen als auch 
Entropiedifferenzen ins Auge zu fassen. Solange die Krafte zwischen den 
Ketten klein gegen die mittlere Energie der kinetischen Molekularbewegung 
sind, bleiben fiir das Verhalten der Substanz die Entropieeffekte maB- 
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gebend. Wenn aber durch die orientierende Wirkung des mechanischen 
Zwanges die zunSlchst statistisch verknauelten Ketten bestimmte Lagen 
einnehmen und zwischen den an ihnen haftenden Gruppen Kraftwirkungen 
merklich werden, dann macht sich die kinetische Energie neben der poten- 
tiellen in immer geringerem MaBe geltend und wir kommen schlieBlich 
zu der Umwandlung zweier wohldefinierter Phasen oder Modifikationen 
ineinander, die energetisch so bevorzugt sind, daB sie allein realisiert 
werden konnen. Bei der Betrachtung des Kautschuks im Gebiete hoherer 
Dehnungsgrade sowie auch bei der Betrachtung aller elastischen Prozesse, 
die sich an EiweiBkorpern abspielen, wird man daher beide Effekte 
nebeneinander sorgfaltig zu beriicksichtigen haben. 

Weitere Suhstanzen vom Kollagentypus. 

AuBer den besprochenen Untersuchungen an KoUagen und Gelatine, 
aus denen sich wenigstens grunds^tzlich ein einheitliches Bild iiber den 
molekularen Aufbau dieser Stoffe ergibt, sind noch eine Reihe von anderen 
histologischen und biologischen Arbeiten zu nennen, die sich der rontgeno- 
graphischen Methode als Hilfsmittel bedienen. 

So seien hier die interessanten rontgenographischen Untersuchimgen 
von Boehm {126), Schmitt, Bear und Clark (127) iiber Nerven, von 
Saupe (128) iiber biologische Objekte im menschlichen Korper, von 
Hertel (128) speziell iiber das Gewebe des menschlichen Auges, von 
Kolpak (129) iiber verschiedene elastische Gewebe erwahnt. 

In diesen und anderen Arbeiten sind auBer den bereits erwShnten 
Diagrammtypen noch andere aufgefunden worden, deren quantitative 
Auswertung aber noch aussteht, so daB ihre Einbeziehung in die vor- 
liegende Diskussion iiber die Grundzuge des molekularen Aufbaues der 
Substanzen vom Kollagentypus gegenwartig noch nicht moglich erscheint. 
Da die genannten und zahlreiche weiteren Untersuchungen Frage- 
stellungen der Histologic, der Mizellbildung usw. mehr betonen, diirfen 
wir uns, in Anbetracht der von uns befolgten Linie mit diesen kurzen 
Andeutungen begniigen. 

Die loslichen Eiweifikorper, 

Der chemische Abbau sowie zahlreiche andere chemische und physi- 
kalische Tatsachen haben schon lange die Uberzeugung gefestigt, daB alle 
EiweiBkorper, die wasserloslichen sowie auch die unloslichen, nach einem 
gemeinsamen Prinzip aufgebaut sind. Die Hydrolyseprodukte konnten 
keinen Zweifel dariiber bestehen lassen, daB es die gleichen Grundbau- 
steine sind, deren sich die Natur in beiden Fallen beim Aufbau der groBen 
Molekiile bedient. WShrend man aber bei den bisher besprochenen un¬ 
loslichen Proteinen sicherlich fadenfdrmige Molekiile vor sich hat, die mehr 
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Oder weriiger stark gefaltet und durch Seitenketten miteinander ver- 
kniipft sind, haben die Untersuchungen von Svedberg (79) mit Hilfe der 
Ultrazentrifuge gezeigt, daB bei den loslichen EiweiBkorpem tiberwiegend 
kugelformige oder fast kugelformige Molekiile vorliegen, deren Gewicht 
in der Gegend von 33000 liegt oder ein ganzes Vielfaches dieser Zahl dar- 
stellt. Die soeben erorterte Elastizitat der Faserproteine — Muskel, Haare 
und Sehnen — legt nun den Gedanken nahe, daB eine noch weitergehende 
Faltung, als wir sie in der iiberkontrahierten Form vorgefunden haben, 
schlieBlich zum Molekiil fuhren kdnnte, welches klumpen- oder kugeh 
formigen Charakter hat. 

Diese Idee als Leitgedanken im Auge behaltend, wollen wir nun die 
Ergebnisse der Rontgenuntersuchung loslicher Proteine besprechen. 

Lange Zeit gelang es nicht, von loslichen EiweiBkorpem tiberhaupt 
charakteristische Diagramme zu erhalten, obwohl im Laufe der Jahre 
eine groBe Zahl dahinzielender Versuche angestellt wurden. Selbst die 
auBerlich scheinbar gut entwickelten Einkristalle wasserloslicher Proteine 
des Hemoglobins, des Pepsins oder Insulins lieferten bei der rontgeno- 
graphischen Analyse zunachst immer nur verwaschene Pulverdiagramme, 
auf denen lediglich zwei Ringe festgestellt werden konnten, welche die 
Berechnung der Netzebenen-abstinde von 4—5 bzw. von 10—ii A er- 
moglichten. Diesen Refund konnen wir als erste Bestetigung fiir die Ar- 
beitshypothese einer starken Ahnlichkeit der beiden groBen Gruppen von 
EiweiBkorpem ansehen, denn es liegt wohl nahe, diese beiden Perioden 
einer Riickgratdicke und einem Seitenkettenabstand zuzuordnen. Die 
Diagramme enthalten aber keiiferlei Andeutungen groBer Netzebenen- 
abstende, die vorhanden sein miissen, wenn aus den Teilchen vom osmo- 
tisch und ultrazentrifugal bewiesenen hohem und einheitlichen Mole- 
kulargewicht ein regelmaBiges Gitter gebildet wird. 

Erst vor einigen Jahren gelang es Clark und Corrigan {130) beim 
Insulin und Fankuchen (ijj) beim Pepsin die gesuchten groBen Netz- 
ebenen-abstande zu beobachten, Eine voile Aufklarimg wurde aber erst 
durch die Untersuchungen von Bernal und Crowfoot (132) erreicht, 
welche die wichtige Beobachtung machten, daB die Einkristalle wasser¬ 
loslicher Proteine an der Luft sehr rasch Kristallwasser abgeben und in 
einen denaturierten Zustand iibergehen, dessen Gitter sehr starke Storungen 
und Verformungen aufweist. Bestrahlt man aber die Kristalle in der 
Mutterlauge, so erhalt man richtige Einkristall-diagramme mit zahlreichen 
scharfen Interferenzen, mit deren Hilfe eine Bestimmung des Elementar- 
kdrpers wenigstens in einigen Fallen bereits durchgeftihrt werden konnte. 
Die erste nach dieser Methode erfolgreich studierte Substanz war das 
Pepsin, spater wurde auch das Insulin (133) und durch Wyckoff und 
Corey (134) schlieBlich das Hamoglobin, Edestin und Ex^lsin erfolgreich 
untersucht. Am klarsten sind die beim Insulin erhaltenen Resultate. Der 
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Elementarkorper ist rhomboedrisch, die Lange der Rhomboederkante 
betrSLgt 44,3 A. Aus der Dichte und dem Rhomboederwinkel ergibt sich, 
daB der Elementarkorper nur ein Molekiil vom Molekulargewicht 37000 
enthalt. Die GroBe und Form des Molekiils ist in diesem Falle weitgehend 
durch die GroBe und Form des Elementarkorpers gegeben. Die gegen- 
seitigd Lage der Molektile im Gitter, die in diesem einfachsten Fall schon 
aus den Translationsperioden hervorgeht, entspricht einer Kugelpackung 
mit der Koordinationszahl 8. 

Beim Pepsin liegen die Verhaltnisse erheblich komplizierter. Auch 
hier wurde eine rhomboedrische Elementarzelle gefunden, ihre Kanten- 
lange miBt aber nicht weniger als 162 A. Der Rhomboederwinkel wurde 
zu 23° 50' bestimmt. Dieser sehr groBe Elementarkorper reprisentiert ein 
Molekulargewicht von etwa 1,46 * lo®. Der Elementarkorper enthalt sehr 
viel Kris tall wasser und es konnte durch Vergleich mit der Struktur des 
Insulins wahrscheinlich gemacht werden, daB die Molekiile auch im Pepsin 
etwa kugelformige Gestalt haben, mit einem Radius von rund 20 A, und 
ein Molekulargewicht von etwa 37000 besitzen. Die Anordnung ihrer 
Schwerpunkte entspricht weitgehend dem ^-Korund-Gitter und stellt 
eine Packung nach der Koordinationszahl 4 dar. 

Man sieht, daB die von Svedberg mit Hilfe der Ultrazentrifuge er- 
haltenen merkwiirdigen Ergebnisse, die fiir die EiweiBkorper einen Grund- 
baustein von der GrbBenordnung 35000 als maBgebend erklSlrten, durch die 
Rdntgenuntersuchung aufs beste bestatigt worden sind. Die friiher viel- 
fach zum Ausdruck gebrachte Ansicht, daB es sich hierbei um eine Art 
Sammelkristallisation handle und der Molekiilbegriff hier nicht anwendbar 
sei, scheint sich angesichts der Obereinstimmung der rontgenographischen 
und ultrazentrifugalen Resultate nicht aufrecht erhalten zu lassen. Die 
EiweiBmolektile sind vielmehr wirklich einander so gleichartig, daB sie 
zum Aufbau eines wohlgefiigten Gitters geeignet erscheinen. Die Tatsache, 
daB man von einzelnen Netzebenen sehr hohe Ordnungen (20 oder mehr) 
gefunden hat, spricht sogar fiir eine groBe RegelmaBigkeit im Aufbau dieser 
aus kugelfdrmigen Makromolektilen bestehenden Kristalle. So wie bei den 
Faserproteinen, wo wir auf Grund der groBen Perioden auf das Vorhanden- 
sein eines unerwartet hohen, iiber weite Distanzen reichenden Ordnungs- 
zustandes schlieBen konnten, sehen wir also auch hier beim Aufbau der los- 
lichen EiweiBstoffe das Vorhandensein einer scharf ausgepr^gten RegeU 
mdfiigkeU, welche die friiher geSluBerten Erwartungen bei weitem iiber- 
trifft. 

Als wichtigstes Problem verbleibt mm noch die Aufgabe, die Beziehung 
zwischen den Faserproteinen und den korpuskularen Proteinen aufzufinden. 
Einen wichtigen Beitrag zur Ldsung dieser Frage verdanken wir Astbury, 
Dickinson und Bailey (jj5 ), denen es gelang, aus zwei typisch kugel- 
fdrmigen Proteinen, aus dem Samenglobulin Edestin und dem Eier- 
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albumin, unter gleichzeitiger Denaturierung Fiden und Filme von 
hoher Dehnungselastizitat herzustellen, die in gedehntem Zustand ein 
deutliches Faserdiagramm vom T5rpus des j 9 -Keratins lieferten. Im koa- 
gulierten und gedehnten Zustand bestehen daher auch die Idslichen Proteine 
aus Biindeln paralleler Peptidketten, die nach dem Bauprinzip des /S- 
Keratins miteinander verkniipft sind. 

Fine interessante Einzelheit ist bei der Untersuchung der Filme vom 
Eieralbumin beobachtet worden. Unerwarteterweise liegen namlich hier 
die Interferenzen, die der Ruckgratdicke entsprechen, nicht am Aquator, 

sondern auf der vertikalen Mittel- 
linie des Bildes, wShrend man 
umgekehrt- am Aquator die der 
Periodizitat in der Peptidkette 
entsprechenden Beugungspunkte 
findet. In den mechanisch’ bean- 
spruchten Filmen dieser Substanz 
verlaufen also die Hauptvalenz- 
ketten nicht parallel, sOndem 
senkrecht zur Dehnungsrichtung. 
Dies erkla^rt Astbury (jj5 ) mit 
der Annahme, daB wegen der 
relativ geringen Lange der Einzel- 
ketten das Mizell in der Richtung 
der Kettennormalen groBere Di- 
mensionen aufweisen als in der 
Kettenrichtung. Die Abb. 35 stellt 
ein solches Mizell den bisher 
immer betrachteten gegeniiber. 

Diese Erklarung steht in guter Ubereinstimmung mit der auffallend 
niedrigen Viskositat der Losungen des denaturierten Albumins sowie mit 
der geringen Dehnbarkeit und der hohen Sprodigkeit der Filme. 

Wahrscheinlich ist auch der Obergang der im Seidenschlauch vor- 
handenen, gequollenen Fibroinmasse in den Seidenfaden ein ProzeB, bei 
dem ein korpuskularer EiweiBstoff durch Verformung denaturiert wird und 
in ein Faserprotein iibergeht. Hier scheint allerdings gleichzeitig, vielleicht 
unter dem EinfluB von Enz3mien, ein Polymerisationsvorgang zu ver¬ 
laufen, der die Bildung von sehr langen, die hohe Festigkeit des Fadens 
bedingenden Peptidketten bewirkt. 

Astbury, Dickinson und Bailey {135) konnten auch einen tJber- 
gangszustand herstellen, der zwischen dem nativen und dem endgiiltig 
denaturierten liegt. Halt man Kristalle des Samen-Globulins Exzelsin 
— ein Protein vom Molekulargewicht 6 X 34000 — iSLngere Zeit in Wasser 
und untersvcht sie nun, so findet man zwar immer noch Einkristall- 



Abb. 35. A stellt eine Miselle dar, deren liuigsrichtung 
(Faseraclise) mit der Richtung der Hauptvalenzkcttcn 
susammenf^t (Normalfall). B stellt eine Mizelle dar, 
deren LSngsricbtung (Faserachse) zur Richtung der 
Hauptvalenzketten normal verlauft. (Ausnahme bei Eier- 
albumin). Nach ASTBURY, DICKINSON und BaILBT. 
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diagramme, wie man sic von den Proteinen mit kugelfdrmigen Molekiilen 
gewohnt ist, findet aber, daB noch ein zweites, nach der Kristallachse orien- 
tiertes — vom /S-Keratin vollkommen ver- 
schiedenes — Faserdiagramtn auftritt, ^ 

welches Kunde von irgendeiner Umwand- 

lung im Innem des Gittergefiiges gibt. O aij O (i 

Astbury hat diesen Ubergangszustand als ^ S ^ ;z; P 

den degenerierten bezeichnet, zum Unter- « oi pi « 

schied von dem denaturierten, in welchem o o S o o £ 

das Endstadium der gestreckten Poly- 1 J, I i • « 

peptidketten schon erreicht ist. 0-55 ^ 

Nach der Exposition sind die Kristalle -S 

nicht mehr Idslich, obwohl sie sich auBer- O o O « 

lich nicht merklich ver^dert haben. ^ ^ ^ ^ ^ ^ I 

Offenbar entsteht innerhalb des Kristalles M ^ X ^ 

ein unlosliches faserformiges Protein, was o ^ o o o | 

man sich vielleicht so vorstellen darf, daB O ffi o | 

durch eine andersartige Zusammenfaltung ^ ^ 

der Ketten die einzelnen Molekiile eine Q S O 5 Q -9 

gewisse mnere Penodizitat erlangen, 1 I 1 1 5: J, 

ohne daB ihre Schwerpunkte sich dabei si ' 1 i ! » & 

* w o w o 5 

gegeneinander verschieben. S 9 S S a 

Auf Grund dieser Ergebnisse vermutet O O o » 

Astbury in den kugeligen Proteinmole- Y ^ 7 I 

kiilen gefaltete Ketten, die durch Auf- ^ X x X K S 

hebung von Peptidbindungen innerhalb 5 o S S o J 

des groBen Molekuls und unter Neubildung x o X o X * b 

von ebensolchen Bindungen zwischen be- —o 

nachbarten Teilchen zu langen Ketten | 

polymerisieren kbnnen, Es wiirde also die o^X ^ 

Denaturierung in einem Zerfall der kugel- ^ ^ ^ ^ 

formigen Molekule unter gleichzeitiger Bil- X X ffi W ^ 

dung von Polypeptidketten bestehen. o o o o o o 

Schematisch zeigt die Abb. 36 die Mdg- X O X O W O 

lichkeit einer solchen Umwandlung an. ^ ^ ^ ^ ^ ^ 

Gleichzeitig liefert sie eine Vorstellung dar- 
liber, wie im lebenden Organismus aus | 

den durch die Kdrpersafte heran trans- 

portierten loslichen Proteinen durch deren Abbau und durch einen 
einseitig gerichteten Pol)unerisationsprozeB das Bindegewebe des Orga¬ 
nismus entstehen kdnnte. DaB zwischen den kugeligen imd faserfdrmi- 
gen Proteinen enge Beziehungen bestehen, geht auch noch aus einem 
weiteren rontgenographischen Befund hervor. Astbury und Lomax (136) 
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haben namlich festgestellt, daB der Elementarkdrper des Pepsins Dimen- 
sionen aufweist, die ganze Vielfache der entsprechenden Dimensionen des 
Elementarkdrpers vom Eieder-Keratin sind. Wenn wirklich die Faser- 
proteine in der eben angedeuteten Weise durch Polymerisation aus den 
Idslichen Eiweiflstoffen entstehen, dann ist es durchaus verstandlich, daB 
bei der Gleichheit der Grundbausteine auch die Dimensionen der zuge- 
horigen Elementarkorper nahe Beziehungen zueinander aufweisen. 

Sehr eingehende und anschauliche Modelle, welche spezielle Annahmen 
iiber die Art der Faltung der korpuskularen Proteine beinhalten, hat in 
den letzten Jahren Wrinch {io8, 137) entworfen. Im AnschluB an die 
Struktur des iiberkontrahierten Keratins werden diketopiperazinartige 
Ringe als'Elemente des Aufbaues angenommen und durch verschiedene 
raumliche Anordnung kugelformige Gebilde aufgebaut. Wenn auch diese 
Konstruktionen noch nicht als experimentell gesichert angesehen werden 
konnen, so stellen sie doch sicherlich interessante Strukturvorschlage dar, 
liber deren Brauchbarkeit spatere Versuche entscheiden werden. 

Von groBer Wichtigkeit ist es, in diesem Zusammenhang zu erwahnen, 
daB auch von chemisch-praparativer Seite die Ergebnisse der mit der 
Ultrazentrifuge und durch die Rontgenanalyse angestellten Untersuchun- 
gen eine starke Stiitze erfahren. Bergmann und Niemann haben 
namlich aus dem Studium zahlreicher Proteine — Eieralbumin, Hamo- 
globin, Fibrin und Fibroin — den SchluB ziehen konnen, daB sich die 
Gesamtzahl der in einem Proteinmolekiil miteinander verketteten Amino- 
saurereste stets in der Form 2*^ X 3*** ausdriicken laBt. Sie fanden, daB das 
kleinste chemische Molekulargewicht der vier erwahnten Proteine jeweils 
einef Anzahl von Aminosaureresten entspricht, die ein Vielfaches von 
288 (= 2* X 3^) darstellt, woraus sich ergibt, daB die Proteine selbst aus 
Einheiten aufgebaut sein mussen, deren Molekulargewicht in der Gegend 
von 288 X 120 ^ 35000 anzusetzen ware, Man sieht, daB auch die chemisch- 
praparative Forschungsrichtung zu den gleichen Ergebnissen kommt wie 
die physikalisch-chemische Untersuchungsmethodik, namlich, daB die 
EiweiBkorper nach einem gemeinsamen Grundprinzip, teils in kugeliger, 
teils in fadenformiger Zusammenfiigung aufgebaut sind. Jede der beiden 
Formen spielt im Leben des Organismus eine wichtige Rolle : die kugel- 
formigen Proteine ermoglichen wegen ihrer Loslichkeit den Transport von 
EiweiB im Innern des Organismus, wahrend sich die Faserproteine durch 
ihre Festigkeit am Aufbau der Gerustsubstanzen beteiligen. Die Denatu- 
tietung besteht in einem Vbergang der kugeligen in die faserige Form, der 
sich heute schon recht weitgehend rontgenographisch verfolgen laBt. 

Die Virusarten, 

Die submikroskopischen Erreger zahlreicher Infektionskrankheiten bei 
Mensch, Tier und Pflanzen hat man unter den Namen Bakteriophagen und 
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Virusarten zusammengefaBt. Die sehr intensive Bearbeitung dieses Er- 
scheinungsgebietes von chemisch-praparativer Seite; namentlich durch 
amerikanische und englische Forscher [Stanley, Bawden und Pirie 
(jJ9)], hat die Auffassung wahrscheinlich gemacht, daO die aus dem Saft 
von infizierten Gewebsteilen bzw. Korperteilen isolierbaren EiweiBstoffe 
als Tr^lger der Infektion aufzufassen sind. Schon bei der Isolierung dieser 
Stoffe hat eine physikalische Untersuchungsmethode eine bedeutsame Rolle 
gespielt, namlich die Abtrennung durch Ultrazentrifugierung [Stanley 
(139), SCHLESINGER Wyckoff Mit Hilfe von Instrumenten, 

welche diesem Spezialzweck angepaBt sind (142), konnten die wirk- 
samen Substanzen in Form von kristallinen Massen abgetrennt werden. 
Auch bei der Untersuchung der so gewonnenen Stoffe hat dasselbe In¬ 
strument die hochst wichtige Aussage geliefert, daB die wirksame Substanz 
aus Teilchen streng einheitlicher Grofie besteht, deren „Molekulargewicht“ 
von der GroBenordnung 10000000 und dariiber ist. So fand man beim 
Tabak-Mosaikvirus einen Wert von 17000000 (143), bein SnoPEschen 
Kaninchen-papillomvirus einen Wert von 25000000 {144). Wir versagen 
es uns, auf dieses interessante Erscheinungsgebiet hier naher einzugehen. 
Erwahnt wurden die Ergebnisse, weil sie zu den nun zu besprechenden 
und mit der Rontgenmethode erhaltenen in engster Beziehung stehen. 

Die ausfiihrlichsten Daten liegen beim Tabak-Mosaikvirus vor. Zu- 
nachst fanden Wyckoff und Corey (J45), daB von den in der Ultrazentri- 
fuge niedergeschlagenen kristallinen Massen scharfe Debye-Scherrer- 
Diagramme erhalten werden konnen, die auf verhaltnismaBig kleine geo- 
metrische Einheiten im Aufbau dieser Rristalle hinweisen. Da die Inter- 
ferenzen teilweise recht scharf sind, schlieBen die Untersucher auf eine 
hohe RegelmaBigkeit im inneren Aufbau dieser kristallinen Substanz. 

Weitere sehr wichtige Resultate wurden von Bawden, Pirie, Bernal 
und Fankuchen {146) erhalten. Diese Forscher haben die Substanz zu- 
nachst in Form verschieden konzentrierter Losungen (13% und 23%), 
als nasses Gel und als trockenes Gel untersucht. Die Filme dieser Gele zeigen 
eine Faserstruktur (Parallelrichtung langlicher Teilchen) und auch an der 
Losung sind Befimde erhalten worden, welche die Annahme einer stabchen- 
formigen Gestalt der gelosten Teilchen nahelegen. So haben Takahashi 
und Rawlins (J47) festgestellt, daB am Saft mosaikkranker Tabaks- 
pflanzen Strdmungsdoppelbrechung erzeugt werden kann, im Gegensatz 
zum Verhalten der Extrakte gesunder Pflanzen. Das Experiment wurde 
dann mit dem kristallisierten Virus wiederholt und auch hier zeigte sich 
die gleiche Erscheinimg, und zwar in noch ausgepragterem MaBe. 

Die sSuntlichen genannten Objekte (trockenes Gel, nasses Gel, Losungen 
verschiedener Konzentration) wurden von Bernal und Fankuchen (146) 
der rdntgenographiscShen Untersuchung zugefdhrt. A lie Diagramme 
zeigten die gleichen Interferenzen und diese stimmten mit den 
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bereits von Wyckoff und Corey (145) an gefellten Kristallen erhaltenen 
iiberein. Sie scheinen in ihrer Gesamtheit auf eine Elementarzelle zuriick- 
fiihrbar, welche Dimensionen von ungefahr 22 x .20 x 20 A aufweisen 
diirfte. Das Diagramm ist etwa dem des Feder-Keratins vergleichbar. 
Die Invarianz der Interferenzlagen gegeniiber Quellung und Auflosung 
zeigt klar, dafi wir es mit dem Diagramm von Teilchen zu tun haben, 
welche bei diesen VorgS-ngen unverSmdert bleiben. Nicht der Kristall als 
Ganzes kann also fiir den Interferenzeffekt verantwortlich gemacht 
werden, sondem die einzelnen, auch in Losung noch intakten Molekiile. 
Bernal und Fankuchen [146) bezeichnen die Interferenzen demgemaB 
als intramolekular. 


Tabelle lo. Beobachtete intermolekulare Abst&nde beim Tabak 
Mosaikvirus, in A. 


hkil 

1010 

X 120 

2020 

1 

3030 

Trockenes Gel: beobachtet . 

131.8 

75 75 

65.90 

49,75 

43.5 

berechnet ... 

131,8 

76,00 

65,90 

49.75 

43.9 

Nasses Gel. 

188 

106 

93 



Losung: 23%. 

300 

175 




•3%. 

397 

225 





Die Untersuchung der nachsten Umgebung des DurchstoBpunktes mit 
der hochentwickelten Technik zur Bestimmung grofiler Translations- 
perioden hat die gleichen Forscher wieder zu wichtigen neuen Aufschliissen 
gefiihrt. Am Aquator des Bildes findet man beim trockenen Gel fiinf 
deutliche Interferenzen, welche beim Ubergang in der Richtung: trockenes 
Gel nasses Gel konzentrierte Losung verdiinnte Losung immer 
mehr gegen den DurchstoBpunkt wandem, teils auch ineinander ver- 
schwimmen. Die den Interferenzeffekt bedingenden groBen Perioden 
wachsen also in dem MaBe, wie die wirksame Substanz in immer groBerer 
Verdiinnung in dem Dispergierungsmittel verteilt wird. Dies legt die Auf- 
fassung nahe, daB wir es hier mit Interferenzen zu tun haben, welche von 
der gegenseitigen Anordnung der Molekiile herriihren, also intermolekularen 
Ursprungs sind. Die quantitative Auswertung hat dann gezeigt, daB sich 
sSmtliche Reflexe den Prismenebenen eines hexagonalen Gitters zuordnen 
lassen, dessen Nebenachse eine Lange von 152 A aufweist. Aus Tabelle 10 
ist zu ersehen, wie ausgezeichnet die unter dieser Annahme berechneten 
Werte mit den experimentell gefundenen iibereinstimmen. Die Unter- 
sucher kommen so zur Auffassung, daB im trockenen Gel langgestreckte, 
stabformige Molekiile parallel gelagert sind, so zwar, daB der Querschnitt 
normal zur Langsachse eine hexagonale Anordmmg darstellt, in welcher 
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benachbarte Molekiile einen Achsenabstand von 152 A aufweisen. Dieser 
Wert ist also, grob gesagt, die Dicke der Molekiile. 

Im feuchten Gel sind die seitlichen Abstande groBer, die Interferenzen 
wegen zunehmender Streuung der Abstande um den Mittelwert ent- 
sprechend unscharfer. In der Losung schlieBlich haben die seitlichen Ab¬ 
stande weiter zugenommen, doch zeigt die Existenz der Interferenzen an 
sich, daB benachbarte Molekiile praktisch vollkommen parallel gelagert sind. 

Es drangt sich nnn gleich die weitere Frage auf, was iiber die Lange 
der Molekiile auszusagen ist. Bernal und Fankuchen {146) haben die 
Diagramme bis auf einen Abstand von 1200 A auf solche Reflexe abge- 
sucht, welche Ebenen schrag oder normal zur Faserachse entsprechen 
wiirden. Das Ergebnis war durchaus negativ und die Untersucher schlieBen 
daraus, daB die Molekiile keine Schichten bilden (Abb. 33 b). Da, wie aus 
der ultrazentrifugalen Untersuchung zu schlieBen, die Molekiile gleich 
groB sind, ist dann nur mehr eine Anordnung gemaB Abb. 33 a moglich 
(S. 330). In diesem Fall hMte man aber das Auftreten von durchlaufenden 
Schichtlinien zu erwarten, die jedoch tatsachlich nichtgef unden wurden. Zur 
Erklarungdes Fehlens solcher Effekte konnte man annehmen, daB die Lange 
den erwahnten Grenzwert der rontgenographischen Untersuchung von 
1200 A um ein Vielfaches iibersteigt. Ist dies aber wirklich der Fall, so sind 
die im Kristall vorhandenen Molekiile mit den in Losung gefundenen nicht 
identisch, denn bei einem Durchmesser von etwa 150 A haben wir aus dem 
mit der Ultrazentrifuge bestimmten Molekulargewicht von 17000000 auf 
eine Lange in der GroBenordnung von 1000 A zu schlieBen. 

Nun ist es aber bei kleinen zwischenmolekularen Abstanden der Mole- 
kiile in der Faserrichtung und dem Fehlen von charakteristischen Gruppen, 
welche die durch die Molekiillange bedingte Periodizitat hervorheben, 
ganz gut moglich, daB der Rontgenstrahl die Molekiillange bei den ange- 
wendeten Expositionszeiten noch nicht „sieht**, und dies ist wohl die 
wahrscheinlichste Deutung, die man heute fiir das Fehlen der genannten 
Schichtlinien geben wird. 

Neuerdings konnten Bernal und Fankuchen {146) zeigen, daB auch 
beim Tabak-Mosaikvirus in gefallter Form, wenn man nur dafiir Sorge 
tragt, daB die Kristallchen parallel gerichtet werden, die gleichen Dia¬ 
gramme wie von dem, eine Faserstruktur aufweisenden trockenen Gel 
erhalten werden. Sie kommen so zur Auffassung, daB dieser Virus iiber- 
haupt nicht befahigt sei, Kristalle im strengen Sinn zu bilden, sondem 
immer nur eine, einem fliissigen Kristall entsprechende innere Ordnung 
zeigt(Abb. 33a, S. 330). Dafiir spricht auch die Tatsache, daB die,, Kristall- 
nadeln*' bei einer Lange von 40 jul nur eine Dicke von 0 4 aufweisen. 
Auch die Enden sind schlecht entwickelt, durchaus im Gegensatz zu den 
vorziiglich ausgebildeten, prismatischen oder pyramidalen echten 
Kristallen mancher Proteine (Pepsin, Insulin, Hemoglobin). 





346 


O. Kratxy und H. Mark 


Man kann natiirlich dennoch die Bezeichnung ,,Kristair' im strengen 
Sinn fUr den Aggregatzustand der Vira beibehalten, aber die einzelnen 
Krist^llchen sind in diesem Fall mit den Molekiilen identisch, die ja ein 
ausgezeichnetes intermolekulares Spektnim liefem. Wegen der geringen 
Dicke dieser .MolekiilkristaUe'* ist allerdings zu erwarten, daB die den 
Ebenen parallel zur Langsrichtung entsprechenden Interferenzen unscharf 
sind, wahrend man von den normal zur Langsrichtung verlaufenden Netz- 
ebenen wegen einer Lange von mindestens looo A scharfe Interferenzen zu 
erwarten hat. Die Experimente entsprechen durchaus diesen Erwartungen. 

Es bleibt noch zu erwahnen, daB auch einige andere ahnliche Virus- 
arten in gleicher Weise untersucht wurden. Dabei erwies sich das intra- 
molekulare Diagramm in alien Fallen als identisch, wahrend das inter- 
molekulare kleinere, aber sicher bestehende Unterschiede aufweist. Die 
Elementarzelle — das Submolekiil — ist also in alien Fallen die gleiche, 
die Baupiane, nach welchen die Riesenmolekiile aufgebaut sind, unter- 
scheiden sich aber ein wenig. Oder wenn wir uns des, bei den Faser- 
eiweiBen gebrauchten Beispieles bedienen wollen: es gelangen in alien Fallen 
die gleichen Ziegelsteine zur Verwendung, die Stockwerke der damit 
gebauten Hauser sind aber verschieden hoch. 

Wenn auch noch vieles im iibermolekularen Aufbau dieser physiologisch 
so wichtigen Substanzen unklar geblieben ist, so ist doch die Leistung der 
Rdntgen-analyse von groBer Wichtigkeit gewesen. Wir verdanken ihr die 
Erkenntnis der durchaus neuartigen Vorstellung des „Molekulkristalles“, 
und anderseits liegt die rontgenographische Charakterisierung verschie- 
dener Virusarten durchaus im Bereich des Moglichen. 
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Dehydrolumisterol 86, 88. 
7-Dehydrositosterol 91. 

Denaturierung 342. 

Depot fats 30. 

Desamino-cozymase 116, 117. 
Desoxyribo-cytidylsaure 141. 
Desoxyribo-guanylsaure 141. 
Desoxyribo-nucleoside 125, 131. 
Desox3rribo-nucleoside, Darstellung 131. 
Desoxyribo-nucleotide 133, 141. 
Desoxyribo-polynucleotide 146. 
2-Desox)nribose 131. 

Desoxyribo-thymidylsSLure 141. 
Diacetyl-adenosin 143. 
Diacetyl-adenosin-5-phorsphorsaure 143. 
Diacetyl-trityluridin 129. 
Diadenosin-tetraphosphorsRure 140. 
Diaphorase 100. 

Diazoessigester, Umsetzung mit Chloro- 
phyll-Derivaten 197 ff. 

3 : 7-Dibenzoyloxy-J*-cholestene 63, 64. 
Dibromocholestanone 53. 

2: 2'-Dibromocholestanone 72. 

2: 4-Dibromocholestanone 73. 

5: 6-Dibromocholestanone 74, 75, 77. 

5: 6-Dibromocholestanyl methyl ether 61. 
4:6-Dibromo-d*-cholestenone 77. 

4:4'-Dibromocopro8tanone 72. 

5: 6-dibromo-3-ketocholestane 53. 

5: 7-Dibromo-6-ketocholestanyl acetate 

79. 

5': 7-Dibromo-6-ketocholestanyl acetate 
60, 79. 

Diels acid 73. 

Diffusion, freie 291. 
Diffusionsgeschwindigkeit 293; 
Diffusionsgradiens 293, 294. 
Difftlsionskoeffizient 290, 292, 293. 
Dihydrocodehydrase II 109. 
Dihydrocozymase 100, 104, 107, 123*. 
Dihydrocozymase, Spektrum 108. 
Dihydrocytidylsaure 134. 
Dihydro-a<<licyclo-pentadien 260. 
Dihydro-(x-dicyclo>pentadienon-(3) 260. 
Dihydrofucosterol 93 * 
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22-Dihydroergo8terol 81, 91. 
Dihydroporphin-Kern 202 ff . 
Dihydrositosterol 91, 92, 
5-Dihydrostigmasterol 92. 
22-Dihydrostigmasterol 91, 92. 

3: 4-Dihydroxycholestanc 65. 

3:5: 6-Dihydroxycholestane 66. 

3: 4-Dihydroxy-/d®-cholesteiie 66. 
cis-s : 4-Dihydroxy-J*-cholcstene 65. 

3 : 7-Dihydroxy-J*-cholcstene 63. 

3 : 6-Dihydroxy-J^-cholestene 66, 67, 78. 
3: 5-Dihydroxy-6-ketocholestane 78. 

3; 5'-Dihydroxy-6-ketocholestane 80. 

3: 7-Dihydroxy-6-ketocholestanylacetate 

79. 

Dika fat 31. 

2 : 3-Diketocholestane 73. 

3: 4-Diketocholestane 73. 

3: 6-Diketocholestane 66, 67, 68, 70, 78. 
6: 7-Diketocholestanyl acetate 80. 

3: 4-Diketo-J*-cholestene 66, 75, 77. 

3: 6-Diketo-/d*-cholestene 66, 68, 69, 74, 

76. 79. 

6: 7-Diketocholestanyl acetate 79, 81. 
Dilauromyristin 24. 

Dilinoleolinolenin 27. 
Dimethoxybemstems&ure 128. 
Dimethyl-uridin 127. 

Dimethyl-trityl-methyl-uridin 127. 
Dimyristopalmitin 24. 

Dinukleotid 107. 

Dioleolinolein 27, 49. 
Dioleo-monosaturated glycerides 45. 
Dipalmitin 24. 

Dipalmitostearin 45, 46, 47. 
Dispersitatsgrad 278. 

Dissymmetriefaktor 288, 289, 294. 
Doppelbindung, Valenzwinkel 310. 
Dreifachbindung, Valenzwinkel 310. 

Bdestin 339. 

Eie^albumin 339, 340. 

Eiweifi 291. 

Eiweifi, Bindung des Chlorophylls an 
231 f. 

EiweiBkdrper, lOsliche 337. 

EiweiBkdrper, R6ntgenographie 314. 
Elaeis guanensis 31, 32. 

Elaeostearic acid 41. 

Elastizitat 336. 

Elektronenverteilung 308. 
Elementarkdrper 301. 


Endgruppenbestimmung (Methylieruxig) 
257 - 

Episterol 94. 

Ergopentaene 84. 

£rgostadiene>3: 6-dion-5-ol 83. 
Ergostadiene-3: 5 : 6-triol 83, 

Ergostanol 62. 
z^iErgostanol 62. 

Ergostanyl acetate 81. 
j4.7.M.Ej.gQg^a,trienol 88: 

Ergostatrienone 84, 88. 
ifoErgostatrienone 84. 

^•-Ergostene 62. 
a-Ergostenol 81. 

^-Ergostenol 81. 
y-Ergostenol 81. 

Ergosterol 63, 81, 85, 86, 88, 91. 
^piErgosterol 88. 
epineoRTgostcTol 83. 
n^oErgosterol 83. 

Erinnerungsvermdgen (Acetylcellulose) 
260. 

Euglobulin 265. 

EukoUoide 264. 

Even distribution (principle) 28. 
Exzelsin 340. 

Padenmolekiile 270. 

Fadenmolekiile, Verhalten 265. 

Faecal coprostanol 66. 

Faecosterol 94. 

Faktor W loi. 

Faltung, primare 325. 

Faltungsart 334. 

Faserdiagramm 298. 

Faserperiode 319. 

Faserproteide 323. 

Faserproteine 315, 320, 321. 
Faserstruktur 298. 

Fats 24. 

FederkieL 329. 

Fibrin 331. 

Flavinenzym 100, iii. 

FoUenstruktur 299. 

Formylgruppe (Chlorophyll b) 190 ff. 

(Tab. 7), 199. 

Fraktionierte Failung 284. 

Freie Diffusion 291. 

Fruit-coat fats 24, 32, 33. 

Fucus vesiculosus 93. 

FUnfring, isozyklischer (Chlorophyll) 175, 
187, 188 f.. 219 ff. 

Fully saturated glycerides 45. 
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Garcinia 47. 

Gelatine 265. 

G^atine. R6ntgendiagramm 333. 

Gelbes Ferment 122, 232. 

,,Gelbe Stufe*' 108. 

Gestreckte Form (Aminosaurekette) 328. 
Glucosido-dihydro-nicotinsaureamid 112. 
Glucosido-1 -pyridiniumbromid 112. 
Glycerides 24. 

Glycerides, saturated 29. 

Glykogen 280. 

(X>Glykoside i. 

Glykosidsynthse i. 

Glykolyse 123. 

Gossypium hirsutum 32. 

GroBe Perioden 329. 

Groundnut oil 32, 37. 38. 

Gru-gru fat 31. 

Guanih-desoxyribosid 131. 132. 
Guanin-uridylsaure 153, 154. 

Guanosin 125, 127, 130. 151. 
Guanylsaure 133, 135, 151, 152. 
Guttapercha 282. 

Habu-£nzym 149, 153. 

Hamin 168. 

Hamoglobin 232, 338. 
Hauptvalenzkettengitter 313. 
Hauptvalenzkettenrost 324. 
Hefeadenylsaure 133, 135, 151, 152. 
HefenUtleinsaure 125, 133, 145, 151, 152, 
153 - 

Heptaacetyl-athyi'Cellobiosid 7, 8, 12. 
Heptaacetyl-(X-athyl*cellobiosid 6. 
Heptaacetyl^cellobiose 6, 13. 
Heptaacetyha-cellobiosid 9, 13, 15. 
Heptaacetyl-^-cellobiosid 9. 
Hcptaacctyl-a-cetyl-cellobiosid 10. 
Heptaacetyl>(x-cyclohexyl>cellobiosid 6. 
Heptaacetyl-a(-glykolsaure>athylester- 
cellobiosid 10. 

Heptaacetyl>a.^guajacol>cellobiosid 10. 
(X'Heptaacetyl'isopropyl-cellobiosid 17. 
Heptaacetyl-o-kresol-a-maltosid 20. 
Heptaacetyl>p>kresol-(X-maltosid 20. 
Heptaacetyl-a-mandelsaure-athylester- 
cellobiosid 10. 

Heptaacetyl-/ 9 -methyl-ceUobiosid 5. 
Heptaacetyl-(Z*naphthol-o(-cellobiosid 10. 
Heptaacetyl-/?-naphthol-a(-cellobio8id xo. 
Heptaacetyl-phenol*(X>cellobiosid 20. 
Heptaacetyl-phenol-iX-maltosid 20. 


Heptaacetyl-phen 61 -j 3 >gentiobiosid 20. 
Heptaacetyl*(x>phenyl>cellobiosid 6, 
Heptaacetyl-a(*ricinusdl>cellobiosid i o. 
Heptaacetyl>saligenin-A>maltosid 20. 
Heterocholestenone 62. 

Heterodispersitat 283, 294. 

Hexadecanoic acid 42. 
Hexahydro-cozymase 118. 
Hexamethylentetramin 309. 
Hexocytidin-diphosphorsaure 147. 
Hexothymidin-diphosphorsaure 147. 
Hexylalkohol, norm. 9. 

Hochpolymere, kiinstliche 282. 
Hochpolymere, Rdntgenographie 312. 
Hdhere Orientierung 299* 

Holodehydrase 100. 

Hydratcellulose 300. 
Hydrochinon-monoglykosid 2. 
Hydrochinon-octaacetyl-bis-d-glyko- 
pyranosid (p, p) 20. 

Hydrogenated fats 24, 36. 
Hydrolysenmethode von Brintzingxr 

262. 

Hydrophyle EiweiBkdrper, Osmometrie 

263. 

7»Hydroxy-3-acetoxy-6-keto-J*-choleste- 
ne 79. 

c»s-4-Hydroxy-3-acetoxy-J*-cholestene 

65. 

7-Hydroxy-cholestane 60. 
7-Hydroxy-cholestanyl chloride 59, 60. 
7-Hydroxy-cholesteryl chloride 59. 
5-Hydroxy»3:6-diketocholestane 68. 
3-Hydroxy-6-keto-^l^holestene 78. 
7-Hydroxy>7-methylcholesterol 64. 
7-Hydroxy-7-methylcholesteryl benzoate 

^5. 

Hypoxanthin 154. 

Hypoxanthin-desoxyribosid 131, 132. 
Hypoxantbin-furanobiosid-5-phosphor* 
saure 107. 

Inosin 126, 130. 

Inosin-diphosphorsaure 138, 139. 
Inosinsaure 117, 133, 

Inosinsaure, Synthese 144. 
Inosin-triphosphorsaure 138. 
Interferenzen, auBere 343. 
Interferenz-intensitat 305. 
Intermolekulare Abstande 344. 

Inulin 280. 

Insulin 338. 
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Irvingia Barteri 31. 

Isobutylalkohol 9. 

Isocamphan 260. 

5>Jod-dimethyluridin 127. 

Jc^zahl 257, 

Kaxnmformel 279. 

Kautschuk 280, 281, 291, 300. 
Kepayang oil 42, 47. 

Keratin 323. 

Keratin-Myosin-Typus 315. 

Kemabstand 309. 

6-Keto-3-acetoxy-J**^-cholestadiene 79. 

6- Keto-3-acetoxy-d*-cholestene 78. 

7- Keto-3«acetoxy-J*cholestene 81. 

6- Keto>3-acetoxy-7-cthoxy-/d^-cholestene 

80. 

3>Keto6t5Morcholamc acid 72. 
3-Ketodt5nora//ocholaaic acid 72. 

7- Keto>J*'*-cholestadiene 59, 60, 81. 
7-Ketocholestane 60. 
3'Ketocholestane-2*sulphonic acid 70. 
6>Ketocholestanol 67. 

6'Ketocholestanyl acetate 78. 
7-Ketocholestanyl acetate 81. 
7>Ketoepichole3terol 59. 
7-Ketocholesteryl acetate 63. 
7-Keto-cholesteryl chloride 59. 
3-Ketocoprostane-2-sulphonic acid 71. 
6-Keto-3: 5'-diacetoxycholestane 80. 
6-Kcto-7-methoxy-J*»^»’-chole8tatriene 

81. 

3-KetopregnaBol 72. 

Kettenlange, Verkleinerung 276. 
KoUagen, Rdntgendiagramm 333. 
KoUodmmzelle 286. 

Kontrahierte Form (Aminosaurekette) 
328. 

Kryoskopie 259. 

Kryoskopische Effekte, anomale 260. 
Kryptosterol 94. 

Kupferzahl 257. 

Knsum fat 32. 

Lacamol 137. 

Lactoflavin 121, 122. 
I^toflavinphosphors&ure 122. 
Laktam-Laktim^Umwandlung 326. 
Lanosterol 94. 

Laurel berry 32. 

Laurel kernel fat 32. 


Laurie acid 24. 

Laurodimyristin 24. 

Laurus nobilis 24. 32. 
Leuko-flavinenzym 100. 

Linoleic acid 34, 40, 41, 42, 44, 45, 49. 
Linoleic glycerides 36. 

Linoleodilinolenin 27. 

Linseed oil 27, 36. 

Liquid vegetable fats 49. 

Lumisterol 85. 86, 88. 

Lumisterol 90. 
s^tlumisterol 88, 89. 

Lumistatrienone 88. 

Madhuca butyracea 31. 

Madhuca latifolia 32. 

Magnesium, Einfiihrung in Chlorophyll 
164, 186. 212 ff., 2201. 

Magnesium, komplexe Bindung im 
Chlorophyll 161, 165. 

Magnesium, Nachweis im Chlorophyll 
161, 223. 228. 

Manicaria saccifera 31. 
Membrangleichgewichte 264. 

Membran, plan-eingespannte 286. 
Membran, sackfdrmige 286. 
Methamoglobin 265. 

Methin-Brilcken (Chlorophyll) 168, 178. 
Methode von Rasx 259. 
Methyl-acetyLcellulosen 276. 
Methylcellulose 273, 276, 293, 296. 
Methylcholanthrene 69. 
7-Methyl-dehydrochole8terol 64. 
Methyl-diacetyl-trityluridin 129. 
7-Methylenecholesterol 65. 
a~Metbylglykosid i. 

/^-Methylglykosid i. 
a-Methyl-d-glykosid-b-bromhydrin 3. 
Methylisopropylacetaldehyde 85. 
2-Methylphenanthrene 82. 
a*Methylribosid 127. 
i-Methyluracil 130. 

Milk fats 30. 

Mischkdrper 331. 

Mittelwerte (Dispersit&tsgrad) 283, 284. 
Mixed glycerides 24. 

Mizell 316. 

Mkanwi fat 32. 

Modellsubstanzen (Cozymase) X09. 
Molekiilform 294* 

MolekUlkristaU 346. 

Molekiilmodelle 311. 
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2,3-Monoaceton>inosiii 144. 
Monoaceton-mosiii«5-phosphors&ure 144. 
Monoaceton^uridin 145. 
Monoaceton*uridiii-5~phosphors&ure 145. 
Monohydrocozymase 108. 

Mononucleotide 133. 
Mono-oleo>disaturated glycerides 45. 
Mowrah fat 32, 34, 42, 47. 

Muskel 332. 

Muskeladenosin-phosphors&ure 137. 
Muskeladenylsaure 135. 136. 143, 144. 
Mutton tallow 30. 

Myosin 331. 

Myoston 137. 

Myristic acid 42. 

Myristica fragrans 31. 

Myristica malabarica 32. 

Neosterol 63, 93. 

Nephelium lappaceum 32, 34. 

Nephelium mutabile 32. 

Nesterseide 318. 

Nickebphthalocyanin 307. 
Nicotinsaureamid 100, loi, 106, 107, 109, 
114. 

Nicotins&ureamid, Derivate no. 
Nicotinskureamid, Hypojoditreaktion 
112. 

Nicotinskureamid>jodmethylat 109, in. 
Nicotinskureamid-nucleosid 112, 113, 115. 
Nicotipskureamid*nucleotid 117. 
Nicotinskureimido-kthylkther 109. 
Nicotinskure-methylamid 109. 

Nitrate 276. 

Nitrocellulose 268, 271, 272. 
Nucleinskuren 121. 

Nucleinskuren, Funktion 124. 
Nucleins&uren, Konstitution 125. 
Nucleogelase 151. 

Nucleoside 125. 

Nucleoside aus Cozymase 113. 
Nucleoside, Furanosestruktur 129. 

' Nucleotidase 141, 148. 

Nucleotide 133. 

Nucleotide, Synthese 143. 

Nutmeg butter 24, 31. 

A-Octaacetyl-*cellobio8e 11, 15. 
^-Octaacetyl-maltose 15. 

Oestrone 83. 

Oiticica oil 4a. 

Olea europaea 32, 


Oleic acid 34. 41, 42, 44, 45, 49. 

Oleic glycerides 36. 

Oleodilinolenin 27, 49. 

CHeodipalmitin 45, 47. 

Oleolinoleostearin 27. 

Oleopalmitostearin 24, 27, 45, 46, 47, 48. 
Oleodistearin 24, 27, 46, 47, 48. 

Olive oil 24, 32, 37, 39. 

Optische Aktivitkt (Chlorophyll) 204 If., 
207!. 

Osmometrie 262. 

Osmotische Methode 255, 283. 
Ostreasterol 93. 

OsTWALDsche Beziehung 267. 

Orysterols 92 . 

Oxo-Reaktion (Chlorophyll-Derivate) 191, 

195 

o-Oxyacetophenon*glykosid 2. 
Oxyhkmoglobin 265. 

Ovalbumin 265. 

Palaquium oblongifolium 31, 34. 

Palmitic acid 41, 42, 44, 45, 49. 

Palm kernel oil 24, 31. 

Palmitodilinolein 49. 

Palmitodiolein 45, 46, 47, 48, 49. 
Palmitooleolinolein 49. 

Palmitodistearin 36, 46, 47. 

Palm oil 32. 

Pankreas^nukleinskure 146, 155. 

Partly hydrogenated fats 36. 

Pelvetia canaliculata 93. 
PentaacetybjS-salicin 4. 

Pentadesma butyracea 32, 34. 
Pentanucleotid 155. 
Pentosephosphorskure-Adenylskure 107. 
Pepsin 339. 

Pericarp fats 32, 33. 

Permanente Festigung 327. 

Permutoide Reaktion 278. 

Phase, braune (Chlorophyll) 164, 179 
187, 201 f. 

Phasenprobe (Chlorophyll) 164. 
(x-Phenol*bioside 16. 

Phenol-bioside, Synthese 18. 
Phenolglykoside, Synthese 18. 
Phenol-)8-d-xylosid 19. 
) 8 -Fhenylkthylalkohol 9* 

Phosphatase 149. 

Phosphoglycerinskure zoo. 
Photoisomerides of ergosterol 8x. 
Photoreaktion (Assimilation) 230. 
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Photosynthese 229 f., 233. 

Phulwara butter 31, 34. 42. 47. 
PhysikaHsche Methoden 255. 
Physostigma venenosium 91. 
Phtalocyanin 307. 

Phytol, Haftstelle am Chlorophyll 200. 
Phytosterols 91. 

pH'Zahl (Chlorophyll-Derivate) 179. 
Picein 2. 

Piqui-a 32. 

Polyathylenoxyd 268, 269, 282. 
Polymeranaloge Umsetzung 275, 276. 
Polymerhomologe Reihe 271, 276. 
Polynucleotidase 141, 148. 
Polynucleotide 145. 
a>-Polyoxydekansaure 288. 

Polystyrol 269, 289, 292, 297, 
PorengrdBe 285. 

Progesterone 69. 

Pregnanedione 72. 
a//opregnanedione 72. 

J®-Pregnenolone 69. 

Primare Faltung 325. 
n-Propylalkohol 9. 

Proto-chlorophyll 227, 228 ff. 
Pseudo-diketopiperazinring 325. 
Pseudoglobulin 265. 

Pulasan fat 32. 

Purpurbakterien 222. 

Purpurine ijgfi., 203 f., 2o8f., 'ii.'j. 
Pyrocalciferol 85, 86, 88, 
iso-Pyrocalciferol 86, 88. 
Pyrophosphatase 149. 

Quecksilberacetat 6. 
Quecksilbersalz-methode 6. 
Quellungsdruck 266. 

Rambutan fat 32. 

Rape oil 27, 32. 

Rattenmuskel (Cozymasegehalt) 101. 
Rattenschwanzsehne, Rbntgenbild 334, 
335 - 

Raumgruppe 302. 

Reversible Assoziation 271. 

Reversible Elastizitat 336. 
Ribo-nucleoside 125. 

Ribo-nucleoside, Darstellung 126. 
Ribo-nucleotide 133. 

Ribo-polynucleotide 146. 
d-Ribose 126, 

Ribose-phosphorsaure 133. 

Fortschritte d. Cheon. org. Naturst. L 


Ribose-trimethylather 128. 
Riesenperioden 330. 
Rdntgen-goniometer 302. 
Rdntgenographie 298. 

Rost, zweidimensionaler 324. 
Rotations-diffusionskoeffizient 297. 
RUckgratdicke 323. 

(X-Salicin 19. 

Salzsaurezahl (Chlorophyll-Derivate) 
162 f., 179, 224. 

Satonia-Seide 318. 

Saturated glycerides 28. 
Schichtenlinien-diagramm 301. 
Schleichera trijuga 32. 

Schnurren der Sehne 336. 
ScHWBiTZER-Ldsungen 291. 
Sedimentationsgeschwindigkeit 288. 
Sedimentationskonstante 288. 

Seed fats 24, 31, 47, 48. 

Seide, Faserperiode 316. 
Seiden-Fibroin 300, 316. 
Seidenfibroin-Gitter 315. 

Seide, Rdntgenographie 316. 
Seitenketten (Keratin) 323. 
Serumaibumin 265. 

Serumprotein 265. 

Sesame oil 32. 

Sesamum indicum 32. 

Shea butter 34, 42, 46, 47. 

Shea fat 32. 

Shorea stenoptera 31. 
j 4 ,M.sitostadienol 92. 
y-Sitostane 92. 

Sitostanol 62. 

^-Sitostanol 91. 

Sitosterol 91. 
a-Sitosterol 91, 92. 

/^-Sitosterol 91, 92. 
y-Sitosterol 91, 92. 

Sitosterol 92. 

€-Sitosterol 92. 
a//ositosterol 92. 
epi-p-sitostero]. 92. 

/ 9 -sitosteryl chloride 92. 

Skelettmuskel 331. 

Spinnerseide 318. 
Spinnseidendiagramm 320. 
Spinnseidentypus 318. 

Solid seed fats 40, 41, 47, 48. 
Solvatationstendenz 278. 
Solvatationstheorie (Schulz) 282. 

*4 
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SolvathUlle 267. 

Soya been oil 27, 36, 91. 
Spaltungsprobe (Chlorophyll) 163. 
Spaltungsreaktion (Chloroplastin) 233. 
ot-Spinasterol 93. 

Spinnenseide 318. 
Spinnseiden'Diagramm 320. 

Starke 279. 

Starkecinnamat 292. 

Starke, Kammformel 279. 

Stearic acid 41, 42, 44. 45. 
Stearobehenin 27. 

Stearodiolein 45, 46, 47, 48. 
Steringeriist 303. 

Stereochemistry of Sterols 53. 
Stereoisomerie, mechanische 326. 
Steroid ketones, bromination 71. 
Steroids, optical rotation 60. 

Sterols 53. 

Sterols from yeast 93. 

Sterols of lower animals 91. 
Stigmastanol 62. 

Stigmasterol 91, 92. 
a//ostigmasterol 92. 
fpfstigmasterol 92. 

Stigmasteryl chloride 92. 

Stillingia 33. 

Stillingia sebifera 32. 

Stillingia tallow 32. 

SxoKEsches Gesetz 288, 
Strdmungsdoppelbrechung 297. 
Suprasterol 85. 

Symmetrieelemente 302. 

Tabak-Mosaikvirus 343. 

Taban Merah fat 31. 

Tachysterol 85. 

Tachysterol, 90. 

Teaseed oil 32, 39. 

Tempprare Streckung 327. 
Tetraacetyl-/?-2*alizaringlykosid 2. 
/?-Tetraacetyl-benzyl-glykosid 11. 
Tetraacetyl-brenzcatechin-/?-d-glykosid 
20. 

Tetraacctyl-a-cyclohexyl-glykosid 4. 
Tetraacetyl'/^-d-galaktosid 20. 
Tetraacetylglucosido-dihydronicotin- 
saureamid 112. 

Tetraacetyl~guajacol>/?>d>glucosid 19. 
Tetraacetyl’j 9 -n-hexyi'glykosid 4. 
Tetraacetyl-o>kresol>j8-d>fructosid 20. 
Tetraacetyl-o>kresol-j8>d-galaktosid 20, 


Tetraacetyl<o-kresol-(x-d-glykosid 19. 
Tetraacetyl-methyl-arbutin 19. 
Tetraacetyl- («-naphthol) -j8-d-glykosid 19. 
Tetraacetyl- (/ 9 -naphthol) -j8-d-glykosid 19, 
Tetraacetyl-phenol-^-d-fructosid 20. 
Tetraacetyl-phenol-(X-d>galaktosid 20. 
Tetraacetyl-«-phenol-glykosid 2, 18, 19. 
Tetraacetyl-^*phenol>d-glykosid, 2,18,19. 
Tetraacetyl-) 5 -phenol-d-mannosid 20. 
Tetraacetyl'/8»salicinchlorid 4. 
Tetrabromocholestane 57. 

4:4:5: 6-Tetrabromocholestanone 75, 

78. 

Tetraederwinkel 311. 

Tetranucleotid 146, 151. 

Thea sinensis 32. 

Thixotropie 331. 

Theobroma cacao 32. 
Thymin-desoxyribose-diphosphorsaure 

150- 

Thymin-desox3nribose-monophosphor- 
saure 150. 

Thymin-desoxyribosid 131, 132. 
Thymonucleinsaure 131, 145, 146, 147, 

149. 151* 

Titantetrachlorid 3. 
p-Toluol-sulfonsauren 18. 
Tosyl-dimethyluridin 127. 

Toxisterol 85. 

Translationsperioden, Bestimmung 344. 
Triacetyl-o-kresol- a-l-arabinosid 19. 
Triacetyl-o-kresol-^-d-xylosid 19. 
Triacetyl-lactoflavin 122. 
Triacetyl-(triphenylmethyl-)j8-methyl- 
d-glykosid 3. 

Triacetyl-trityladenosin 143. 

3:5: 6-'Tribromocholestane 61. 

4:5: 6-Tribromocholestane 75. 
Tribromocholestanone 75. 

4:5: 6-Tribromocholestanone 74. 
Tri-^-elaeostearin 40. 
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